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1 Einleitung

Meta-lodbenzylguanidin (MIBG, Abb. 1.1) wurde 1980 zum ersten Mal von der
Arbeitsgruppe um Wieland [WIELAND et al. 1980] verwendet, um das Neben-
nierenmark bei Hunden mit einem bildgebenden Verfahren darzustellen. Zu die-
sem Zweck wurde ?°I-markiertes MIBG synthetisiert und Hunden injiziert. Da-
bei beobachtete man eine auffallende Affinitdt zum und eine hohe Verweildauer
(> 8 d) im Nebennierenmark. Ebenso fiel eine gute Darstellung des Myokards
kurz nach Injektion (~ 2 h) von radioaktiv markiertem MIBG auf. Die Idee
fiir die verwendete chemische Struktur entwickelte sich aus Untersuchungen in
den 60iger Jahren. An der Universitét in Michigan verwendete Morales und Mit-
arbeiter *C-markierte Catecholamine, um das Nebennierenmark von Hunden
darzustellen [MORALES et al. 1967]. Dabei stellte sich *C-Dopamin mit dem
besten Verhéltnis zwischen der Nebennierenmark- und der Plasmakonzentration
heraus. In der folgenden Zeit benutzte man dieses Wissen, um radioaktiv mar-
kierte Substanzen in menschliche Neuroblastom- und Phaeochromocytom-Zellen
einzuschleussen [LIEBERMAN et al. 1969, ANDERSON et al. 1973]. Mit Hilfe dieser
wichtigen Beobachtungen wurde versucht, eine Substanz zu entwickeln, die eine
geeignete v-emittierende Stahlung besitzt und so fiir ein bildgebendes Verfahren
verwendet werden konnte. Als erstes kam ?°I-ortho-Ioddopamin zur Anwendung,
das #hnliche Eigenschaften wie *C-Dopamin hatte, aber zur Abbildung des Ne-
bennierenmarks nicht geeignet war [FOWLER et al. 1976]. Einen anderen Weg ging
die Arbeitgruppe um Korn, der begann radioaktiv-markierte Bretylium-Analoga
zu synthetisieren [KORN et al. 1977]. Er verwendete 1?°I-para-Bretylium und zeig-

te dessen Affinitdt zum Nebennierenmark von Ratten und Hunden. Ebenso fand
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18 1. Einleitung

er, daf§ das quartdre Stickstoff-Atom im Bretylium-Molekiil fiir die Aufnahme
in das Nebennierenmark notwendig war. Wieland verwendete diese Erkenntnisse
und synthetisierte 3'I-para-Iodbenzylguanidin, das eine gute Darstellung des Ne-
bennierenmarks des Hundes lieferte [WIELAND et al. 1979]. Nach der schon oben
erwihnten ersten Arbeit iiber MIBG und der damit gezeigten Uberlegenheit iiber
o-loddopamin und p-Iodbretylium, untersuchte die gleiche Arbeitsgruppe radio-
aktiv markiertes MIBG am Herzen verschiedener Tiere im Vergleich zu anderen
radioaktiv markierten Substanzen und stellte fest, dal MIBG den anderen Sub-
stanzen hinsichtlich Selektivitit und Affinitét tiberlegen war. Ebenso zeigte Wie-
land, dafl Reserpin, ein Hemmer des vesikuldren Monoamin-Transporters im syn-
aptischen Nervenende, die Darstellung des Myokards verschlechterte [WIELAND
et al. 1981a]. Aufgrund der Lokalisation von '»*I-MIBG in denjenigen Organen,
die ebenfalls dicht sympathomimetisch innerviert sind, und der Beobachtung,
daB die Aufnahme von ?I-MIBG in das Myokard nicht sensitiv auf verschieden
hohe ,loading” Dosen reagierte, schlossen die Autoren auf eine neuronale Auf-
nahme von 2I-MIBG. Dies wurde kurze Zeit spiter bestitigt. Dazu wurde das
Nebennierenmark behandelter Hunde homogensiert und die subzelluldre Vertei-
lung von MIBG bestimmt. Es wurde in dieser Arbeit auch gezeigt, dafl weder der
(-Rezeptorantagonist Propranolol noch der a-Rezeptorantagonist Phenoxybenz-
amin einen Einfluf auf die MIBG-Aufnahme ins Nebennierenmark haben [WIE-
LAND et al. 1981b].

Diese Untersuchungen waren die Grundlage dafiir, radioaktiv markiertes MIBG
fiir die Diagnose und Therapie von Tumoren zu verwenden, die aus dem sym-
pathischen Nervensystem entstehen (z.B. Neuroblastom [KIMMIG et al. 1984],
Phaeochromozytom [SISSON et al. 1981, S1SSON et al. 1984]). Die radioaktive
Markierung von MIBG mit dem v-emittierenden Nuklid '*°T oder I wurde er-
folgreich bei der Darstellung Catecholamin-speichernder Tumore [SISSON et al.
1981] des Nebennierenmarks [VALK et al. 1981] und anderer sympathisch inner-
vierter Organe [KLINE et al. 1981] verwendet. In letzter Zeit wurde "*'I-MIBG
auch fiir die Diagnose und die Therapie von Karzinoid-Tumoren verwendet [HO-
EFNAGEL et al. 1987, TAAL et al. 1996a]. Diese Tumore, die aus dem enterochro-

maffinen Zellsystem der Magendarmschleimhaut entstehen, setzen unter anderem
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Abb. 1.1: Chemische Struktur von Guanethidin, Bretylium und meta-
Iodbenzylguanidin (MIBG).

CoHs
Hsc—JNLCH3
e O
NH Br
Guanethidin Bretylium

meta-lodbenzylguanidin

den Botenstoff Serotonin frei und bilden oft Lebermetastasen. Dadurch kommt es
wahrend der Erkrankung oft zu Phasen von Diarrhoen, Hitzegefiihlen, Asthma-
Anfillen, Ubelkeiten und Herzklopfen. In der Arbeitsgruppe von Taal wurde nun
versucht, durch Gabe von nicht radioaktiv-markiertem MIBG die Aufnahme und
die Verweilzeit von *!'I-MIBG im Tumorgewebe zu verbessern [TAAL et al. 1996b].
Bei diesen Versuchen zeigte sich auch, daf§ nicht radioaktiv-markiertes MIBG
einen lang anhaltenden palliativen Effekt beim Karzinoid-Syndrom hatte [TAAL
et al. 1996a]. Trotz dieser Verbesserung der Symptomatik kam es nicht zu einem
Riickgang des Tumors, und es kam zu keiner mefibaren Reduktion der renalen
Ausscheidung des Serotonin-Metaboliten 5-Hydroxyindolessigsédure. Die Autoren
kamen zu dem Schluf}, dal nicht radioaktiv-markiertes MIBG bei der palliativen
Behandlung des Karzinoid-Syndrom dem radioaktiv-markiertem MIBG iiberle-
gen ist. Somit sollte besonders bei dlteren und geschwéchten Patienten das nicht
radioaktiv-markierte MIBG verwendet werden. Der pharmakologische Mechan-
simus dieser Wirkung ist unbekannt. Man vermutet, dafl MIBG einen Einfluf}
auf die Speicherung oder Freisetzung von Serotonin hat. Eine andere Erklarung

fiir die Wirkung von nicht radioaktiv-markiertem MIBG wére die in verschie-
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denen Zellmodellen beobachtete Zytotoxizitit [BRUCHELT et al. 1988, SMETS
et al. 1988]. Bei der weiteren Untersuchung dieser Zytotoxizitdt wurden verschie-
dene Mechansimen entdeckt, wie MIBG innerhalb der Zelle zytotoxisch wirkt. So
hemmt MIBG die mitochondriale Atmung in vitro [LOESBERG et al. 1990b] und
in vivo [KUIN et al. 1994], hemmt die NO-Synthase in vitro [KUIN et al. 1998] und
antagonisiert innerhalb der Zelle die mono(ADP-ribosyl)-Transferase [LOESBERG
et al. 1990a].

Abgesehen von den geschilderten Eigenschaften, die fiir die nuklearmedizinische
Anwendung wichtig sind, besitzt radioaktiv-markiertes MIBG einen hohen Stel-
lenwert als Hilfsmittel bei der Darstellung von Organen, die dicht sympathisch
innerviert sind, wie z. B. das Herz und die Speicheldriisen [NAKAJO et al. 1984].
MIBG kann somit verwendet werden, um verschiedene Herzkrankheiten zu dia-
gnostizieren, die durch Verdnderungen in der sympathischen Innervation zustande

kommen [WIELAND et al. 1981b].

Einige pharmakologische Eigenschaften von MIBG wurden schon untersucht und
in mehreren Arbeiten zusammengefafit [SHAPIRO und GROSS 1987, WAFELMAN
et al. 1994a, FARAHATI et al. 1995]. MIBG verhilt sich wie ein alternatives Sub-
strat des neuronalen Noradrenalin-Transporters (nach Iversen als Uptake; be-
zeichnet [IVERSEN 1967]) und wird deshalb leicht in postgangliondre sympathi-
sche Neurone aufgenommen [WIELAND et al. 1981a, NAKAJO et al. 1986]. Diese
Aufnahme erfolgt kompetitiv zu endogen vorhandenen Catecholaminen [NAKA-
JO et al. 1983], da die Intensitét der Herz-Abbildung durch MIBG nach 24 bzw.
48 h umgekehrt proportional zur Hohe der Catecholamin-Plasmakonzentration
war. Ebenso ist eine passive Diffusion durch die Zellmembran moglich, die jedoch
erst bei hohen MIBG-Konzentrationen und somit nach S&ttigung von Uptake;
an Bedeutung gewinnt [TOBES et al. 1985]. Diese Aufnahmemechanismen treten
auch in anderen Zellen auf, die vom sympathischen Nervensystem abstammen,
wie z. B. chromaffine Zellen des Nebennierenmarks [JAQUES et al. 1984, TOBES
et al. 1985], menschliche Neuroblastom-Zellen (SK-N-SH) [BUCK et al. 1985] und
Phaeochromozytom-Zellen aus der Ratte (PC 12) [SMETS et al. 1990], da diese
Zellen ebenfalls den neuronalen Noradrenalin-Transporter Uptake; exprimieren.

Nach der Aufnahme ins Neuron wird MIBG in die Transmitter-Speichervesikel
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aufgenommen und gespeichert, da es nicht nur ein Substrat von Uptake;, sondern
auch ein Substrat des Reserpin-sensitiven, vesikuldren Monoamin-Transporters
ist, der in der Membran der synaptischen Vesikel lokalisiert ist und fiir die Spei-
cherung von Noradrenalin in diesen Organellen verantwortlich ist [GASNIER et al.
1986]. Auch andere membran-assozierte Amin-Transporter tragen zur Vertei-
lung von MIBG im Korper bei. Zum Beispiel ist der extraneuronale Monoamin-
Transporter (nach Iversen als Uptake, bezeichnet [IVERSEN 1967]) fiir die Aufnah-
me von MIBG in nicht-neuronale Zellen im Ratten-Herzen verantwortlich [DE-
GRADO et al. 1995]. Fiir die Aufnahme von MIBG in Endothelzellen des Lungen-
kreislaufes [SLOSMAN et al. 1988] und in Thrombozyten [RUTGERS et al. 1993]
sind ein Noradrenalin- und ein Serotonin-Transporter in den Plasmamembranen

dieser Zellen verantwortlich.

MIBG scheint keinen direkten Einflufl auf a- und (-Rezeptoren zu haben und,
wie aus der chemische Struktur zu schlieflen ist, wird es weder durch die Mo-
noaminoxidase (MAO) noch durch die Catechol-O-methyltransferase (COMT)
metabolisiert [WIELAND et al. 1981b, MANGNER et al. 1986].

Andere pharmakologische Eigenschaften von MIBG sind nicht beschrieben wor-
den. Trotz der Tatsache, dal MIBG und indirekt wirkende Sympathomimetika ei-
nige Eigenschaften gemeinsam haben (z. B. beide sind gute Substrate fiir Uptake;
und hemmen den Reserpin-empfindlichen vesikuldren Monoamin-Transporter),
wurde bis jetzt die Moglichkeit noch nicht n&her untersucht, ob MIBG Norad-
renalin freisetzt und somit eine indirekt sympathomimetische Wirkung besitzt.
Dies waren die Griinde fiir die Durchfithrung einer Versuchsserie am spontan
schlagenden, isoliert-perfundierten Kaninchenherzen. An diesem Modell wurde
MIBG mit Tyramin verglichen, dem Prototyp eines indirekt wirkenden Sympa-
thomimetikums. Um zu priifen, ob sich sympathomimetische Wirkungen auch
in vivo zeigen lassen, wurden die kardiovaskuldren Effekte von MIBG mit denen
von Tyramin am narkotisierten Kaninchen verglichen. Dies schien auch notwen-
dig, da mehrfach aus der Klinik {iber sympathomimetische Effekte nach der Ver-
abreichung von MIBG berichtet wurde. In den Untersuchungen am narkotisierten
Kaninchen wurden hdmodynamische Parameter (Blutdruck, Herzfrequenz, peri-

pherer Widerstand) und Plasma-Catecholamine gemessen. Ebenso untersuchten
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wir an einem Zellmodell mit SK-N-SH Zellen, die Uptake; stabil exprimieren, die
Sattigungskinetik von MIBG und Tyramin fiir Uptake;, da diese die indirekte

sympathomimetische Wirkung mitbestimmt [STARKE und PALM 1996].

In der Literatur wurde MIBG von Anfang an als adrenerger Neuronenblocker
bezeichnet, obwohl bis zum heutigen Zeitpunkt kein direkter Nachweis dafiir er-
bracht wurde [WIELAND et al. 1980]. Wieland und Mitarbeiter entwickelten die-
se Theorie aus der chemischen Struktur von MIBG (Abb. 1.1). Betrachtet man
sich die Strukturformel von MIBG, so kann man erkennen, dafl es sich aus dem
Guanidin-Teil von Guanethidin und dem Benzyl-Rest von Bretylium zusammen-
setzt. Sowohl Guanethidin als auch Bretylium sind wohl bekannt als adrenerge
Neuronenblocker [MAXWELL und WASTILA 1977]. Die Annahme, dafl MIBG ein
adrenerger Neuronenblocker ist, wird durch eine Arbeit von Short und Darby
unterstiitzt, in der strukturverwandte Substanzen, wie z.B. ortho- und para-
Iodbenzylguanidin, an der Nickhaut der Katze in vivo untersucht wurden [SHORT
und DARBY 1967]. In dieser Arbeit zeigte sich, dafi nur das para-Isomer im Ge-
gensatz zum ortho-Isomer eine adrenerge Neuronen-blockierende Wirkung be-
sitzt. MIBG an sich wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Die Substanz meta-
Chlorbenzylguanidin z. B. zeigte keine Neuronen-blockierende Aktivitdt. Somit
148t sich aus der Arbeit von Short und Darby (1967) keine Schlufifolgerung zie-

hen, ob MIBG ein adrenerger Neuronenblocker ist oder nicht.

Ebenso schien es wichtig zu sein, die Moglichkeit zu untersuchen, ob MIBG die
MAOQO, ein wichtiges Enzym fiir den Abbau von Noradrenalin, hemmt. In einer
Arbeit von Kuntzman und Jacobson wurden verschiedene Substanzen untersucht,
die sich, vergleichbar mit MIBG, von Guanethidin und Bretylium ableiten las-
sen [KUNTZMAN und JACOBSON 1963]. Dabei zeigte ortho-Brombenzylguanidin
eine hemmende Wirkung auf die MAO. Die beiden Substanzen Guanethidin und
Bretylium zeigten in dieser Versuchserie ein unterschiedliches Verhalten hinsicht-
lich der Hemmung des Enzyms MAO. Bretylium hemmte die MAO, wo hingegen
Guanethidin keine Wirkung auf das Enzym hatte. MIBG wurde in dieser Arbeit

nicht untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einige der bis heute offenen Fragen hinsich-

lich der pharmakologischen Eigenschaften von MIBG né&her zu untersuchen. Fiir
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ein Arzneimittel, dafl schon seit vielen Jahren in der Diagnostik und Therapie
von Tumoren (s. oben) verwendet wird, ist im Vergleich zu vielen anderen heute
zugelassenen Arzneimitteln erstaunlich wenig zur Pharmakologie und Toxikolo-
gie bekannt. Aus dieser Sicht heraus ist es fiir die klinische Anwendung dieser
Substanz, die jetzt auch in nicht radioaktiv-markierter Form verwendet wird,
wichtig zu wissen, ob MIBG eine indirekt sympathomimetische Wirkung besitzt,
die Reizbildung und -ausbreitung in adrenergen Neuronen blockiert und das fiir

die enzymatische Inaktivierung von Noradrenalin wichtige Enzym MAO hemmt.






2 Methoden

2.1 Synthese von meta-lodbenzylguanidin (MIBG)

Die Synthese wurde in den Laborrdumen der Klinik und Poliklinik fiir Nuklear-

medizin der Universitdt Wiirzburg durchgefiihrt.

2.1.1 Allgemeine Herstellungsbeschreibung

Die Synthese von MIBG wurde geméfl der Reaktionsgleichung in Abbildung 2.1

durch Umsetzung von m-Iodbenzylamin mit Cyanamid durchgefiihrt.

Abb. 2.1: Reaktionsmechanismus

NH
NH,
X N NH,
+ NCNH, H
=
|
I
m-lodbenzylamin Cyanamid m-lodbenzylguanidin

Nach der Reaktion wurde das Reaktionsprodukt durch Umkristallisation gereinigt
und im Vakuum getrocknet. MIBG lag als Hydrogencarbonat-Salz vor.

25
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Tab. 2.1: Ausgangsstoffe fiir die Synthese von MIBG

Bezeichnung Hersteller Reinheit M,  Einwaage/Volumen
Cyanamid Aldrich >99 % 42,04 0,843 g
3-Iodbenzylamin HCl Aldrich 97 % 269,51 2,616 g
NaHCO; Fluka >99 % 84,01 2,010 g/10 ml
Wasser Delta-Pharm Injectabilia - -

2.1.2 Arbeitsvorschrift

In Tabelle 2.1 aufgefithrten Ausgangsstoffe wurden fiir die Synthese verwendet.
Die Hersteller lieferten zu den Substanzen ein Priifprotokoll mit, die den intern

festgelegten Anforderungen entsprachen.

Die folgende Vorschrift wurde in abgewandelter Form aus der Orginalarbeit von

Wieland [WIELAND et al. 1980] entnommen:

20 mmol Cyanamid wurden mit 10 mmol Iodbenzylamin in einen 50 ml Einhals-
kolben iiberfiihrt und gut durchmischt. Der Kolben wurde mit einem Riickfluf3-
kiihler versehen und 10 Stunden bei 105 °C unter stédndigem Riihren mit Hilfe
eines Olbades erhitzt. Als der Kolben Raumtemperatur erreicht hatte, wurden
zunéchst die eventuellen Riickstdnde an der Kolbenwand in etwa 5 ml Wasser ge-
16st (potentielle Verunreinigungen) und die Spiihllésung verworfen. Der glasartige
Riickstand wurde anschlieend in 5 ml Wasser geltst. Zu dieser Losung wurde
sehr langsam tropfenweise 5 ml einer 20%igen NaHCOj3-Losung hinzugegeben.

Das Produkt fiel als Hydrogencarbonat aus.

Der Niederschlag wurde abfiltriert und der Riickstand mit 5 ml kaltem Wasser
gewaschen. Anschliefend wurde das Produkt im Vakuum getrocknet. Das ge-

trocknete Rohprodukt wurde aus Wasser umkristallisiert.

Fiir die Versuche wurde eine Stammlésung mit einer Konzentration von 100 mM
hergestellt. Um MIBG in dieser Konzentration in Lésung zu bekommen, mufite
zuerst das Hydrogencarbonat-Salz in ein Acetat-Salz umgewandelt werden. Dazu
wurde das synthetisierte MIBG-Hydrogencarbonat mit konzentrierter Essigsdure

versetzt, wodurch das Hydrogencarbonat-Ion in das fliichtige CO, umgewandelt
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wurde. Der Uberschufl Essigsdure wurde mit Hilfe eines Rotationsverdampfers ab-
gezogen, bis kein Geruch mehr nach Essigsdure wahrnehmbar war. Der Riickstand
wurde in der berechneten Menge Wasser gelost. Diese MIBG-Acetat Stammlo-
sung (100 nM) wurde bei 4 °C unter Lichtschutz gelagert.

2.1.3 Ergebnis

Das Reaktionsgemisch 16ste sich schnell unter Riithren bei 105 °C zu einer klaren
gelb-gefarbten Losung. Nach dem Abkiihlen konnten die Reste der Ausgangsver-
bindungen gut mit Wasser gelost werden und es blieb eine feste glasige Substanz
zuriick. Diese 16ste sich langsam in Wasser. Nach dem Ausfillen mit NaHCO3-
Losung und Abfiltrieren, erhielt man eine weifle kristalline Substanz, die umkri-

stallisiert wurde. Die Ausbeute betrug 52 %.

2.1.4 Priifungen

Die Priifungen erfolgten gegen einen Vergleich mit gekauftem MIBG-Hemisulfat
der Firma Sigma, Deisenhofen (Deutschland).

2.1.4.1 Schmelzpunkt

Der Schmelzpunkt des getrockneten MIBG-Hydrogencarbonats wurde nach der
Vorschrift des Europiischen Arzneibuches! bestimmt. Dieser Wert wurde mit der
Literaturangabe von 124 —126 °C [WIELAND et al. 1980] verglichen. Fiir die Priif-
substanz wurde ein Schmelzpunkt von 141 °C gemessen, der den Literaturwert
iibertraf. Dieser Unterschied 148t sich durch die hohere Reinheit der Ausgangs-
substanzen im Gegensatz zu denen von Wieland 1980 verwendeten und folglich

mit einer héheren Reinheit des Endproduktes erkléren.

!siche Kapitel 2.2.14 Schmelztemperatur — Kapillarmethode auf Seite 22 im Européischen
Arzneibuch 3. Ausgabe 1997
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Abb. 2.2: HPLC-Chromatogramm und UV-Spektrum fiir das Synthese-Endpro-

dukt MIBG
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2.1.4.2 HPLC-Priifung

Die HPLC-Analyse erfolgte mit einer Anlage der Firma Shimatzu unter folgenden

Bedingungen:

Séule : Merck Purospher RP-18 5 pm (250 x 3 mm i.D.)
Eluent : Acetonitril/0,01 M NaH,PO,4 90/10 (v/v)
Flu$3 : 1,0 ml/min

Detektion: UV bei 230 nm

Mit Hilfe der Chromatographie-Software der Firma Shimazu erfolgte die Aus-
wertung iiber die Peakflichen des Haupt- und der Nebenpeaks. Die Flache des
Hauptpeaks mufite mindestens 95 % der Gesamtfliche, ausgenommen der Peaks

im Totvolumen, ausmachen.

Die Auswertung des Chromatogramms (vgl. Abbildung 2.2) ergab eine Entspre-
chung der Anforderung mit einem Wert von 98,9 %. Als Vergleich diente der ge-
kaufte MIBG-Standard von Sigma, der ebenfalls der Anforderung entsprach. Als
Reinheitskontrolle wurde ein Spektrum zum Zeitpunkt des Peakmaximums ge-

messen und mit dem Spektrum des gekauften MIBG-Standards veglichen. Die bei-
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den Spektren waren identisch und somit war der gemessene Hauptpeak (MIBG-

Peak) nicht verunreinigt.

2.1.4.3 Protonenresonanzspektroskopie (H-NMR)

Eine Probe von etwa 20 mg MIBG-Hydrogencarbonat wurde mittels 'H-NMR in
D50 von der Firma Spectral Service in K6ln untersucht und interpretiert. Als

Gerat wurden verwendet:

e NMR-Spektrometer AC-P 300 (Bruker, Karlsruhe, Deutschland), magneti-
sche Flufidichte 7,05 Tesla

e QNP-Messkopf fiir die Kerne 'H, 3C, *F und 3'P; automatischer Proben-
geber

e ASPECT 3000 Computer unter Original Bruker Software DISNMR89 Ver-
sion 891101.0

Zur Charakterisierung der Priifsubstanz wurde ein 'H-NMR-Spektrum erstellt.
Circa 10 mg der Priifsubstanz wurde in 0,6 ml DMSO-dg unter Zugabe eines

Tropfens DCI gelost. Folgende Parameter wurden verwendet:

Frequenz (SF) 300,135 MHz

Frequenzbereich (SW) 7246,38 Hz

Pulswinkel (PW/P0) 3,3 nsec

Relaxationsdelay (RD/D1) 1,0 sec

Akquisitionszeit (AQ) 2,261 sec

Anzahl der Scans (NS) 128

Datenpunkte (SI) 32k
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Abb. 2.3: TH-NMR-Spektrum der Priifsubstanz
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Als 'H-NMR-Spektrum ergab sich die Abbildung 2.3

Die Firma interpretierte das erhaltene Spektrum und lieferte die Auswertung in

Tabelle 2.2 mit:

Nicht zur Substanz gehoérende Signale wurden folgendermaflien zugeordnet:
0,0 ppm (singulett von Tetramethylsilan); 2,50 ppm (Multiplett von DMSO-d;
in DMSO-dg) und 5,3/5,5 ppm (Singulett von Wasser). In Abbildung 2.4 wurden

die gemessenen Signale den entsprechenden Protonen zugeordnet. Die Art und

Tab. 2.2: Auswertung des 'H-NMR-Spektrums der Priifsubstanz

Chem. Verschiebung § [ppm] Multiplizitit Anzahl H
4,40 Singulett 2
7,19 Triplett
7,36 Duplett 1
7,67 Duplett 1
7,70 Singulett 1




2.1. Synthese von meta-lodbenzylguanidin (MIBG) 31

Abb. 2.4: Signalzuordnung 'H-NMR-Spektrum

7,36 4,40 )Ni
7,79 N NH.»
H
7,67 7,70
X HQCO3

Lage der 'H-NMR-Signale stehen im Einklang mit der angegebenen Struktur fiir
MIBG.

2.1.4.4 Massenspektrometrie (MS)

Eine Probe von etwa 20 mg MIBG-Hydrogencarbonat wurde mittels Massenspek-
tromie von der Firma Spectral Service in Koln untersucht und interpretiert. Als

Gerat wurden verwendet:

MS-Spektrometer VG QUATTRO I (Micromass, Manchester, Great Britan)
gekoppelt mit

Gaschromatograph 5890 II (Hewlett Pachard, Boblingen, Deutschland)

Computer 486DX2-66MHz unter Windows 3.11 und Micromass Software
MASSLYNX 2.1

+ EI/Cl-Ionenquelle, Direkteinlafl

Zur Charakterisierung der Priifsubstanz wurde ein positives Elektronenstof3-
Massenspektrum erstellt. Die Probe wurde iiber Direkteinlafl zugefiihrt. Folgende

Parameter wurden verwendet:

e Scanparameter 15-650 amu in 0,9 sec; Interscan-Delay 0,1 sec

e Verdampfungstemperatur 160 °C
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Abb. 2.5: +EI-Massenspektrum der Priifsubstanz
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e Temperaturprogramm 60 °C bis 280 °C mit 10 °C pro min

Die beauftragte Firma lieferte das Massenspektrum in Abbildung 2.5. Das Mas-
senspektrum zeigt ein Molekiilion bei m/z 275. Das Molekiilion zeigt eine starke
Wasserstoffabspaltung (m/z 274). Das intensive Signal bei m/z 44 représentiert
das aus der Kohlensdure entstandene CO,. Die Signale wurden den Hauptfrag-

menten zugeordnet (vgl. Abbildung 2.6).

Abb. 2.6: Hauptfragmente der Priifsubstanz
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2.1.4.5 Zusammenfassung

Die Synthese-Substanz wurde auf Identitit und Reinheit untersucht. Die ange-
nommene Struktur (vgl. Abbildung 2.1) wurde durch das "H-NMR- und das Mas-
senspektrum bestétigt (durchgefiihrt von der Firma Spectral Service GmbH). Die
erhaltenen Daten stehen im Einklang mit in der Literatur beschriebenen Werten
fiir MS und HNMR [WAFELMAN et al. 1995]. Die geforderte Reinheit von > 95 %
wurde mittels HPLC-Priifung kontrolliert und bestétigt.

Somit entsprach die hergestellte Substanz allen Anforderungen hinsichtlich Iden-
titdt und Reinheit.

2.2 Synthese von radioaktiv markiertem

meta-lodbenzylguanidin

Die Synthese von 2’I-MIBG wurde von Herrn Dr. Klaus Dutschka — Nuklear-
medizin der Universitdt Essen — durchgefiihrt. Die Synthese erfolgte durch einen
nicht-isotopen, Cu(I)-assistierten Halogenaustausch und wurde wie folgt durchge-
fiihrt [DUTSCHKA und COENEN 1994]. Zu 400 —1000 MBq '?°T (Reinheit > 99 %),
das in 0,01 M NaOH aufbewahrt wurde, wurde Natriumdisulfit zugesetzt und die
Loésung zur Trockene eingeengt. Meta-Brombenzylguanidin (MBBG) (Reinheit >
99 %) und CuCl, beide in Essigsidure gelost, wurden zugesetzt und die erhaltenen
Mischung fiir 10 min auf 180 °C erhitzt. Danach wurde die Essigsdure abgezogen,
der Riickstand in mobiler Phase aufgenommen und mittels HPLC gereinigt. Die
Trennung erfolgte mit Hilfe einer Purospher Sédule RP-18 (5 pm; 250 x 4 mm), die
mit 0,01 M NaH,PO,/Acetonitril (950/50; v/v) als mobile Phase betrieben wur-
de. Die Fraktion mit »*I-MIBG wurde aufgefangen, die mobile Phase abgezogen
und das Produkt in isotonischem Phospaht-Puffer (pH 7,4) gelost. Die spezifische
Aktivitéit von I-MIBG wurde zu 2,17 Ci/pmol bestimmt.
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2.3 Versuche mit humanen Neuroblastomzellen

2.3.1 Substanzen

Verwendete Substanzen waren:

e Nisoxetin-HCI (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
e Pargylin-HCI (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

e 3’ 4’-Dihydroxy-2-methylpropiophenon (Geschenck von Herrn Porf. Dr. B6-

nisch, Universitdt Bonn, Deutschland)
e 'BLMIBG, MIBG (vgl. Kapitel 2.1 und 2.2)
e “C-Tyramin (NEN Life Science Products, Boston, USA)

e 3H-Noradrenalin, (-)-Noradrenalin (NEN Life Science Products, Boston,
USA)

e HEPES-gepufferte Krebs-Ringer-Losung mit folgender Zusammensetzung:

- NaCl 125,0 mM - KCl1 4,8 mM
- KH3PO4 1,2 mM - MgSOy 1,2 mM
- CaCl, 1,3 mM - HEPES 25,0 mM
- Glucose 5,6 mM - Ascorbinsdure 1,0 mM

2.3.2 Versuchstechnik

Die humane Neuroblastom-Zellinie SK-N-SH (Subtyp SY5Y; bezogen von Ame-
rican Type Culture Collection) wurde verwendet, um die Séttigungskinetik der
MIBG-, Tyramin- und Noradrenalin-Aufnahme, die durch Uptake; vermittelt
wird, zu untersuchen. Die Zellen wurden in Gewebe-Kulturschalen (mit einem
Durchmesser von 60 mm) bei 37 °C unter 5% COy geziichtet. Als Ndhrmedium

diente ,,Eagel’s minimum essential“ Medium, dem 10 % fotales Kélberserum zu-
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gesetzt wurde. Die Zellen wurden 3 bis 5 Tage vor dem Versuch mit Mg?" und
Ca?"-freier phosphatgepufferter 0,9%iger Kochsalz-Lésung im Verhiltnis 1:3 bis
1:4 vorinkubiert. Dazu wurden Multischalen mit 12 Vertiefungen verwendet. Die
initiale Aufnahmerate fiir »I-MIBG, *C-Tyramin und *H-Noradrenalin wur-
de fiir die Versuche selbst bei 37 °C in HEPES-gepufferter Krebs-Ringer-Losung
(KRS) bestimmt. Die Catechol-O-methyltransferase (COMT) und die Monoamin-
oxidase (MAO) wurden durch die Anwesenheit von 10 pM 3’,4’-Dihydroxy-2-
methylpropiophenon und 1 pM Pargylin gehemmt. Nach einer Inkubation von
1 min mit den radioaktiv-markierten Testsubstanzen, wurden die Zellen dreimal
mit 2 ml eisgekiihlter KRS gewaschen und in 1,5 ml Counting-Medium bei 37 °C
60 min lysiert. Als Counting-Medium wurden entsprechend fiir jede Substanz

folgende Losung verwendet:

Substanz IZ1_MIBG U C-Tyramin 3H-Noradrenalin
Counting-Medium 0,3 M NaOH 0,1 % TritonX100 0,1 % TritonX100

Die Menge Radioaktivitit, die in 1 ml geldsten Zellen vorhanden war, wur-
de entweder in einem Gamma-Counter (*?*I-MIBG) oder in einem Fliissigkeits-
Szintillator (**C-Tyramin und *H-Noradrenalin) gemessen. Der Proteingehalt der
lysierten Zellen wurde nach der Methode von Lowry [LOWRY et al. 1951] be-
stimmt. Um die Konzentration von MIBG und Noradrenalin im Inkubationsme-
dium zu erhéhen, wurde entsprechend nicht radioaktiv-markierte Substanz zu den
markierten Substanzen gegeben, und damit die spezifische Aktivitédt erniedrigt.
Auf der anderen Seite wurde die Konzentration von *C-Tyramin durch Zusatz
von weiterem “C-Tyramin erhoht. Die spezifische Aktivitit dnderte sich folglich

nicht. Die Konzentrationen in nachfolgender Tabelle wurden jeweils untersucht.

I25_MIBG 0,10 0,2 05 1,5 50 10,0 uM
U (C-Tyramin 0,50 1,0 1,5 3,0 6,0 10,0 M
3H-Noradrenalin 0,03 0,1 0,3 1,0 3,0 10,0 nM

Die Initialaufnahme von ?»’I-MIBG, “C-Tyramin und 3H-Noradrenalin wurde
entweder in Abwesenheit (Gesamtaufnahme) oder in Gegenwart (nicht Uptake;-

vermittelte Aufnahme) von 10 pM Nisoxetin (selektiver Uptake;-Blocker) be-
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stimmt und die séttigbare, iiber Uptake; vermittelte Aufnahme wurde aus der

Differenz zwischen Gesamt- und vermittelter Aufnahme berechnet.

2.3.3 Datenanalyse und Statistik

Die Michaelis-Menten Gleichung wurde an die Séttigungskurven fiir die Initi-
alaufnahme (Uptake;-vermittelte Aufnahme) von radioaktiv markiertem MIBG,
Tyramin oder Noradrenalin iiber nicht-lineare Regressionsanalyse angepafit. Uber

diese Berechnung wurden V,,,, und K,, bestimmt:

Vmaac : S

Vo= a2
Km+S

(2.1)

V. Aufnahmegeschwindigkeit iiber Uptake;

Vinae © maximale Aufnahmegeschwindigkeit

K,, : Michaelis-Menten Konstante

Die Ergebnisse werden als arithmetische Mittelwerte £ SEM angegeben; n gibt
die Anzahl der durchgefiihrten Versuche an.

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter fiir die nicht Uptake;-vermittelte
Aufnahme von MIBG, Tyramin oder Noradrenalin wurden die Daten aus den
Versuchen mit 10 pM Nisoxetin mit Hilfe der Software Prism 2.01 Graphpad;
San Diego; USA) einer linearen Regression unterzogen. Die Ergebnisse werden

als arithmetische Mittelwerte + SEM angegeben.

Unterschiede zwischen Mittelwerten wurden statistisch mit Hilfe einer Varianz-
analyse gefolgt durch den Bonferroni-Test fiir multiple Vergleiche auf Signifikanz
untersucht. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet.
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2.4 Versuche am perfundierten Kaninchenherz

2.4.1 Substanzen

Meta-Iodbenzylguanidin (MIBG) wurde wie in Kapitel 2.1 beschrieben herge-
stellt.

Die anderen Substanzen in diesen Versuchen waren:

e Desipramin-HCI (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

e 3,4-Dihydroxybenzylaminhydrobromid (DOPEG)(Sigma, Deisenhofen, Deutsch-
land)

e (+)3,4-Dihydroxyphenylglykol (DHBA) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

e Heparin (Liquemin®; Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutsch-
land)

e MIBG-Acetat—Stammlosung 100 mM in Wasser (Verdiinnung mit 0,9%iger
NaCl-Losung)

e (-)Noradrenalinbitartrat (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

e Tyramin—-Stammlosung 300 mM in Wasser (Verdiinnung mit 0,9%iger
NaCl-Losung)

e modifizierte mit Carbogen (Gemisch aus 95% Oy und 5% CO,) geséttigte

Tyrode-Losung (resultierender pH 7,4) mit folgender Zusammensetzung:

- NaCl 118,0 mM - KCl1 25,0 mM
- NaH,PO, 1,4 mM - MgSOy4 1,2 mM
- CaCl, 1.4 mM - Glucose 11,0 mM

Alle anderen Substanzen wurden von der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland)

bezogen.
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Abb. 2.7: Versuchsaufbau eines perfundierten Kaninchenherzens nach Langen-

dorfl.
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2.4.2 Versuchstechnik

Die verwendeten Kaninchen stammten von verschiedenen Rassen ab und waren
beiderlei Geschlechts. IThre Gewichtsspanne lag zwischen 1,8 und 2,3 kg. Nach der
i.v. Verabreichung von 500 I.LE. Heparin in die linke Ohrvene wurden die Tiere
durch einen Schlag auf den Kopf (Bolzenpistole) getotet und iiber die Karotiden
entblutet. AnschlieBend wurden Thorax und Herzbeutel eroffnet, das Herz ent-
fernt und in ein mit eiskalter Tyrodelosung gefiilltes Becherglas iiberfiihrt. Durch
mehrfach leichtes Driicken der Praparation wurde moglichst viel Blut entfernt.
Anschliefend wurde der Aortenstumpf frei prapariert und mittels eines Baum-
wollfadens an die Aortenkaniile eines Dreiwegehahnes gebunden und in eine tem-
perierte (37 °C), feuchte Kammer gehalten. Der Hahn wurde mit der Perfusionsap-
paratur verbunden und sofort nach der Befestigung mit Hilfe einer Schlauchpum-
pe volumenkonstant mit 26 ml/min perfundiert. Dabei war genaustens darauf zu
achten, dafl keine Luftblase in die Aorta gelang. Die Perfusionsrate wurde gravi-

metrisch iiberpriift. Als Perfusat wurde Tyrode-Losung, die mittels Liebig-Kiihler
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und Wasserbad auf 37 °C temperiert und mit Carbogen begast wurde, verwendet.
Der Druck des Perfusionsmediums schlofl die Aortenklappe, so dafi das Perfusat
nur durch die Koronargefafie flol und iiber den rechten Vorhof und die Ateria
pulmonalis ablof§ und iiber die Herzspitze abtropfte (Langendorff Technik, ver-
gleiche Abbildung 2.7 nach [PERRY 1970]). Mit einer Federschere wurde der linke
Vorhof gedffnet und ein Latexballon bis in den linken Ventrikel vorgeschoben.
Der so positionierte Latexballon wurde mit physiologischer Kochsalz-Lésung ge-
fiillt. Der koronare Perfusionsdruck und der linksventrikuldre Druck (LVP | left
ventricular pressure) wurden iiber zwei Druckaufnehmer, die mit einem Seiten-
arm der Aortenkaniile und dem linksventrikuldr positionierten Ballon verbunden
waren, aufgezeichnet. Die Herzfrequenz (HR ,heart rate“) und die linksventri-
kuldre Druckamplitude (LVPP left ventricular pulse pressure) wurden mittels
eines Computer-Systems (MacLab; Chart Programm) aus dem LVP-Signal ab-
geleitet. Nach einer Equillibrationsperiode von mindestens 30 min wurde MIBG,
Tyramin oder Vehikel in Form einer Bolus-Injektion (100 pl) in die Aortenkaniile
verabreicht. In einigen Versuchen enthielt die Perfusionslésung 2 pM Desipramin
(Inhibitor von Uptake;).

Fiir die Versuche zur Bestimmung der adrenergen Neuronenblockade wurde
MIBG in verschiedenen Konzentrationen oder Vehikel in die Aortenkaniile in-
fundiert. An der elektrisch leitenden Aortenkaniile wurde eine Reizelektrode und
an der elektrisch leitenden Halterung des Latexballons eine Referenzselektrode
befestigt. Die beiden Elektroden wurden an einen Stimulater (Typ 215/I1 der
Firma Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland) angeschlossen,
der bei einer Spannung von 8-10 V Rechtecksimpulse von 3 ms Dauer mit einer

Frequenz von 5 Hz lieferte (Feldstimulation).

Bei den Versuchen zur Bestimmung der spontanen Abgabe von Noradrenalin und
DOPEG in das Perfusat wurde Vehikel (physiologische Kochsalz-Lésung) oder
MIBG in steigenden Konzentrationen in die Aortenkaniile infundiert. DOPEG
ist der wichtigste primére Noradrenalin-Metabolit der MAO préasynaptischen Ur-
sprungs. Die spontane DOPEG-Abgabe ist damit ein Maf fiir die Aktivitat der
neuronalen MAO-A.

Nach Versuchsende wurde das Herz von der Apparatur abgeschnitten, mit Filter-
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papier getrocknet und gewogen.

2.4.3 Versuchsprotokoll zur Ermittlung sympathomimetischer

Wirkungen

Drei verschiedene Gruppen von Versuchen wurde durchgefiihrt. In Gruppe 1 wur-
den die Dosis-Wirkungskurven fiir die Herzfrequenz-steigernde Wirkung als auch
fiir die Noradrenalin- und Dopamin-freisetzenden Effekte von MIBG und Tyr-
amin bestimmt. Dazu wurde entweder MIBG oder Tyramin in steigenden Dosen
von 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, und 10 pmol aufeinanderfolgend in Intervallen von 10 bis
35 min verabreicht. Herzfrequenz und LVPP wurden kontinuierlich gemessen. Um
den ,Overflow* d.h. den Ubertritt von endogenem Noradrenalin und Dopamin
in das Perfusat zu bestimmen, wurden wihrend des gesamten Versuchs jeweils
5 min lang Proben des vendsen Perfusats (vom Herzen abtropfende Fliissigkeit)
aufgefangen und die Konzentration der enthaltenen Catecholamine bestimmt.
Nach Verabreichung steigender Dosen von MIBG oder Tyramin wurde folgende

Anzahl von 5-min Proben aufgefangen:

Dosis (umol) 0,03 0,10 0,30 1,00 3,00 10,00
Anzahl aufgefangener Proben 2 3 4 5 7 9

Das Auffangen des Perfusats vor der ersten Gabe von MIBG oder Tyramin
diente zur Bestimmung des Ausgangswertes (0-Wert) fiir den Catecholamine-
Overflow. Der durch MIBG oder Tyramin verursachte Overflow von Noradrenalin
und Dopamin wurde mit den entsprechenden 0-Werten korrigiert. Die maximal-
verabreichte Dosis (10 pmol) wurde durch die Loslichkeit von MIBG nach oben
begrenzt (100 pl der MIBG-Stammlosung).

Gruppe 2 diente zur Bestimmung der Wirkung einer einzelnen Dosis von 10 pmol
MIBG oder Tyramin in Ab- bzw. Anwesenheit von 2 pM Desipramin im Per-
fusat. Bei diesem Typ von Versuch betrug der Beobachtungszeitraum 60 min

(entsprechend zwolf 5-min-Auffangperioden).

Die Versuche der Gruppe 3 dienten zur Bestimmung der Effekte von 100 pul Vehi-
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kel (verwendet wurde destilliertes Wasser, 0,9%ige Kochsalzlosung oder 100 mM
Natriumacetat-Losung). Der Effekt von 100 pl 100 mM Natriumacetat-Losung
wurde ebenfalls am mit 300 Schldgen pro min elektrisch gereiztem Herzen unter-
sucht (Feldstimulation).

2.4.4 Versuchsprotokoll zur Ermittlung der adrenergen

Neuronen-blockierenden Wirkung

Um festzustellen, ob MIBG Eigenschaften eines adrenergen Neuronenblockers be-
sitzt, wurde die Antwort des perfundierten Herzens auf eine Feldstimulation nach
Infusion verschiedener Konzentrationen von MIBG untersucht. Das Versuchspro-
tokoll wurde deshalb wie folgt gewahlt (Abb. 2.8). Nach Auffangen des vendsen
Perfusats fiir 3 min (V;; V=Vorwert) wurde das Herz fiir 1 min einer Feldsti-
mulation ausgesetzt. Gleichzeitig mit Beginn der Reizung wurde das Perfusat fiir
3 min aufgefangen (R;). Anschlielend wurde MIBG fiir 10 min so in die Aorten-
kaniile infundiert, da} das arterielle Perfusat eine Konzentration von 0,3, 1, 3,
10 bzw. 30 pM MIBG enthielt. Als Kontrolle wurde eine 0,9%ige NaCl-Losung
(Vehikel) verwendet, die ebenfalls in die Aortenkaniille infundierte wurde. Nach
einer Auswaschphase von 12 min wurde wiederum fiir 3 min das ventse Perfusat
aufgefangen (Vs3), das Herz fiir 1 min gereizt und beginnend mit der Stimulation

das Perfusat nochmals fiir 3 min aufgefangen (Rs).

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die Wirkung von MIBG nach dessen Infusion
verschiedener Dauer untersucht. Dazu wurde das gleiche Versuchsprotokoll wie
in der Versuchsreihe zuvor verwenden; nur im Unterschied dazu wurde in das
arterielle Perfusat, welches das Herz versorgte, fiir 5, 10 oder 20 min eine MIBG-
Losung infundiert, so dal sich in der Perfusionslésung eine Konzentration von
10 pM MIBG ergab. Als Vergleich wurde in das Perfusat 20 min lang Tyramin

infundiert, so daf sich eine Konzentration von 10 pM Tyramin ergab.
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Abb. 2.8: Versuchsdurchfithrung zur Bestimmung der adrenergen

Neuronen-blockierenden Wirkung von MIBG

LV, FF% / /)
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Das vom Herzen abtropfende venose Perfusat wurde fiir 3 min aufgefangen (Vi) und
anschlieBend wurde das Herz fiir 1 min gereizt. Beginnend mit der Reizung wurde
ebenfalls fiir 3 min das abtropfende Perfusat gesammelt (R;). Danach wurde das
Herz durch Infusion in die Aortenkaniile fiir eine definierte Zeit (5, 10 oder 20 min)
mit verschiedenen Konzentrationen von MIBG (0,3, 1, 3, 10 und 30 pM), Tyramin
(10 pM) oder Vehikel versorgt. Es schloff sich eine Auswaschperiode an, an deren
Ende wieder das vendse Perfusat fiir 3 min aufgefangen wurde (Vs). Mit Beginn der
2. Reizung (Dauer 1 min) wurde das Perfusat erneut fiir 3 min aufgefangen (Rs). Die
im vendsen Perfusat enthaltenen Konzentration an Noradrenalin wurde mittels HPLC

bestimmt.

2.4.5 Versuchsprotokoll zur Ermittlung der Hemmung der
neuronalen MAO-A

Um festzustellen, ob MIBG die neuronale MAO-A hemmt, wurden spontan schla-
gende, perfundierte Kaninchenherzen untersucht. Nach einer Aquilibrierungspe-
riode von 30 min wurden in die Aortenkaniile dieser Herzen von 0 bis 45 min ent-
weder 0,9%ige NaCl-Losung (Kontrolle) oder ansteigende Konzentrationen von
MIBG infundiert (0,01 pM MIBG von 0-15 min; 0,1 pM MIBG von 15-30 min;
1 uM MIBG von 30-45 min). Die Herzfrequenz wurde kontinuierlich gemessen. Vor
der Infusion mit MIBG bzw. 0,9%ige NaCl-Losung wurde das Perfusat fiir 1 min
aufgefangen und die Ausgangswerte fiir den ,,Overflow” von Noradrenalin und DO-
PEG, dem wichtigsten prasynaptischen MAO-A-Metaboliten von Noradrenalin,

bestimmt. Dies wurde zum Ende jedes 15 min Versuchsintervalls wiederholt.
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2.4.6 Analytik

Jede Probe wurde immer am gleichen Tag sofort nach dem Versuch aufberei-
tet und mit Hilfe chromatographischer Trenntechniken und ,elektrochemischer*
Detektion quantifiziert. Fiir die Versuche zur Bestimmung der sympathomimeti-
schen Effekte von MIBG wurden vor der chemischen Analyse von Noradrenalin
und Dopamin je 2 gleiche 10 ml Proben Perfusatlosung (Doppelbestimmung) einer
Probenvorbereitung unterzogen. Fiir die Versuche zur Bestimmung der adrener-
gen Neuronen-blockierenden Wirkung von MIBG wurden zur Bestimmung von
Noradrenalin je 2 gleiche 1 ml Proben vendses Perfusat (Doppelbestimmung) auf-
bereitet. Fiir die Versuche zur Ermittlung der Hemmung der neuronalen MAO-A
wurden zur Bestimmung von Noradrenalin und DOPEG je 2 gleiche 1 ml Proben
vendsen Perfusats (Doppelbestimmung) aufbereitet. Die einzelnen Perfusatpro-
ben wurden bis zur eigentlichen Aufbereitung im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.
10 ml bzw. 1 ml Perfusat wurde in ein verschlieSbares Gefiafl pipettiert und 100 pl
einer 10 nM Stammlosung Dihydroxybenzylamin (DHBA) als interner Standard,
500 pl TRIS-HCI Puffer (2 M, pH 7,8) und 40 mg bzw. 20 mg Al,O3 zugesetzt.
Die GefiaBe wurden verschlossen und 5 min mit Hilfe eines Uberkopfschiittlers
langsam gemischt. Danach wurden die Proben in einer auf 4 °C temperierten
Zentrifuge bei 1000 g fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipet-
tiert und der Riickstand mit Hilfe von 1 ml Wasser in spezielle Filtrierapparate
(Greiner, Niirtingen) quantitativ iiberfithrt. Der Boden dieser Geféfle bestand aus
einem Glasfaser-Filter (GF 52, Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland). Diese
Reaktionsgefidfle wurden in Umbhiilsen eingehéngt und bei 660 g fiir 1 min zen-
trifugiert. Der auf dem Filter befindliche Al,Os-Riickstand wurde nochmals mit
1 ml Wasser gewaschen. Danach wurde die Umbhiilse gewechselt und die Catecho-
lamine zweimal mit je 100 pl 0,1 M HCIO,4 desobiert. Jeder Wasch- und Desorp-
tionsschritt wurde durch eine Zentrifugation (vergleiche oben) abgeschlossen. Die
beiden 100 pl Filtrate des Desorptionsschrittes wurden gemischt und in Vails fiir
die Analyse abgefiillt [FRIEDGEN et al. 1996]. Zur chromatographischen Trennung
und Quantifizierung diente eine HPLC-Anlage mit ,elektrochemischer* Detektion
(amperometrischer Detektor). Das System bestand aus einer Zweikolben-Pumpe
Typ 515, einem automatischen Probengeber WISP 717 (Waters, Eschborn) und
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einem amperometrischen Detektor (Coulochem II) bestehend aus einem dreifa-
chen Elektrodensystem (Zellmodell 5021 und 5011; ESA, Bedford, Mss., USA).
Die Daten wurden durch den Millennium 2010 Chromatographie-Manager (Wa-
ters, Eschborn) aufgezeichnet und ausgewertet. Fiir die chromatographische Tren-
nung von Noradrenalin, DOPEG, Dopamin und DHBA wurde eine Nucleosil 100
C18 Séule (5 pm; 125 x 3 mm; Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland), die mit
Hilfe eines Saulenofens auf 20 °C temperiert wurde, verwendet. Die mobile Phase

bestand aus:

- KH,PO, 50,0 mM
- Nay,-EDTA 0,1 mM
- Na-Octansulfonat 0,3 mM
- Methanol (v/v) 20 %

und wurde mit Wasser, das Milli-Q-Qualitéit aufwies, hergestellt. Der pH-Wert
war auf 3,0 eingestellt und die Losung wurde sterilfiltriert und entgast. Der Flufl
der mobilen Phase lag bei 0,8 ml/min, der daraus resultierende Druck bei 160
bar. Das Oxidationspotential an der ,Guard-Zelle* (1. Zelle vor dem Proben-
geber, um die mobile Phase ,elektrochemisch* zu reinigen) wurde auf 350 mV,
an der columetrischen Zelle (2. Zelle nach der Trennsdule, um die Catecholami-
ne vollstdndig zu oxidieren) auf 160 mV und an der analytischen Zelle (3. Zel-
le direkt nach der 2. Zelle, um die oxidierten Catecholamine {iber Reduktion zu
quantifizieren) auf -350 mV eingestellt (Potentiale gemessen gegen die Palladium-
Referenzelektrode). Der durch den Eluenten erzeugte Grundstrom lag bei 1 nA.
Die mittlere Wiederfindungsquote fiir DHBA lag bei 72 %; dieser Mittelwert besafl
einen Variationskoeffizienten von 4% an einem Tag und einen Variationskoeffi-
zient von 7% zwischen den Tagen. Die erhaltenen Ergebnisse fiir Noradrenalin,
DOPEG und Dopamin wurden mit der Wiederfindungsquote fiir DHBA korri-
giert.
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2.4.7 Datenanalyse und Statistik

Die Menge an Noradrenalin, die im vendsen Perfusat nach der Aquilibrierungs-
phase spontan erschien (Overflow), wurde bei den Versuchen aus Abschnitt 2.4.4
aus der im Perfusat bestimmten Konzentration an Noradrenalin bzw. DOPEG,
der Perfusionsrate und dem Herzgewicht berechnet. Dies entspricht dem Aus-

gangswert (0-Wert).

coa - Perfusionsrate

Owver flow = 2.2

Flowspontan Herzgewicht (2.2)

Overflow : Erscheinungsmenge des Catecholamins im vendsen Perfusat
[pmol-g~tmin~1]

Coa : Konzentration des Catecholamins im venosen Perfusat korri-

giert mit dem 0-Wert [pmol-ml™!]
Perfusionsrate : Perfusiosngeschwindigkeit [ml/min]

Herzgewicht  : Herzgewicht [g]

Die gleiche Berechnung wurde benutzt, um den Overflow wahrend der Stimulation
(entweder durch Reizung oder durch MIBG) zu berechnet. Daraus wurde der

induzierte Overflow wie folgt berechnet:

Overflowinduziert - OverflowStimulation - Overflowspontan (23)

Die Dosis-Wirkungskurven fiir die sympathomimetischen Effekte von MIBG wur-
den mit Hilfe der Hill-Gleichung analysiert. Dazu wurden die Daten mit Hilfe der
Software Prism 2.01 (Graphpad; an Diego; USA) einer nicht-linearen Regression
unterzogen, die mit der Methode der kleinsten Quadrate arbeitete. Zur Analyse
der Konzentrations-Wirkungskurven wurde fiir jeden Versuch einzeln die folgende

Form der Hill-Gleichung angewendet:

E - DnH
E=___"T =7 2.4
EDf + Dra (24)
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FE,.0. . maximaler Effekt

EDsy: MIBG- oder Tyramin-Dosis, die den halbmaximalen Effekt ergab
ny : scheinbarer Hill-Koeffizient (Steigung am Wendepunkt der Kurve)
D : Dosis von MIBG oder Tyramin

E . Effekt (Anstieg der Herzfrequenz bzw. des Catecholamin-Overflows)

Die Konzentrations-Wirkungskurven fiir die Bestimmung der adrenergen Neuronen-
blockierenden Wirkung, d.h. der Hemmung der Noradrenalin-Freisetzung wur-
den ebenfalls mit Hilfe der Hill-Gleichung analysiert. Zur Analyse der Dosis-
Wirkungskurven wurde fiir alle Versuche zusammen die folgende Form der Hill-

Gleichung angewendet:

Emaac - cH

= 1o o (2.5)

Eur : maximaler Effekt

1C5y : Konzentration von MIBG, die den halbmaximalen Effekt ergab
ny : scheinbarer Hill-Koeffizient (Steigung am Wendepunkt der Kurve)
D : Konzentration von MIBG

E . Effekt (Hemmung des reizbedingten Noradrenalin-Overflows)

Bei den Versuchen zur Bestimmung der Hemmung der neuronalen MAO-
A, dh. der DOPEG-Abgabe, wurde die ICsy durch lineare Interpolation
der log Konzentrations-Wirkungskurve fiir den Abfall des Quotienten DO-
PEG /Noradrenalin unter Berticksichtigung der MIBG-Konzentrationen 0,01 und

0,1 pM in jedem einzelnen Experiment berechnet.

Die Ergebnisse werden entweder als arithmetische Mittelwerte £ SEM oder als
geometrische Mittelwerte mit 95 % Konfidenzintervalle angegeben; n gibt die An-
zahl der durchgefiihrten Versuche an. Unterschiede zwischen Mittelwerten wur-

den statistisch mit Hilfe des Student t-Test oder mit Varianzanalyse gefolgt durch
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den Bonferroni-Test fiir multiple Vergleiche auf Signifikanz untersucht. P-Werte
< 0,05 wurden als signifikant gewertet.

2.5 Versuche am narkotisierten Kaninchen

Fiir die Versuche wurden ménnliche Chinchilla Bastard-Kaninchen mit einem
Korpergewicht zwischen 1,8 und 2,5 kg verwendet, die von der Firma Charles
River, Sulzfeld (Deutschland) bezogen wurden. Nach dem Transport mufiten die
Tiere mindestens zwei Tage im eigenen Tierstall verbringen, um sich vom Stref3
des Transportes zu erholen. Wahrend dieser Zeit erhielten sie Nahrung und Trink-
wasser ad libitum. Am Versuchstag wurden das Kérpergewicht bestimmt, auf das
alle verwendeten Substanzen bezogen wurden. Bis zur Operation verbrachten die

Tiere diese Zeit abgeschirmt in einem Kéfig.

2.5.1 Narkose

Die Narkose wurde iiber einen Bolus von 9 mg/kg Saffan® (1:3 Gemisch aus
Alfadolon und Alfaxolon, Mallinckrodt Veterinary Ltd, Harefield, England), der
iiber eine Kaniile in die rechte Ohrvene verabreicht wurde eingeleitet. Ebenfalls
iiber diese Kaniile erhielt das Tier 10-15 pg/kg Fentanyl zur Analgesie. Danach
wurde eine Infusion von Saffan® angeschlossen, die wihrend der Préparation des

! eingestellt wurde, um das

Tiers auf eine Infusionsrate von 0,43 mg-kg~!-min~
fiir die chirurgischen Mafinahmen erforderliche Toleranzstadium zu erreichen und
aufrecht zu erhalten. Die Rate wurde dann stufenweise, je nach Tiefe der Narkose,

I erreicht wurde. Im

erniedrigt, bis in der Regel ein Wert von 0,17 mg-kg!-min~
Anschlufl an die Praparation wurde eine halbstiindige Erholungsphase bis zum
eigentlichen Versuchsbeginn abgewartet. Die aufgezeichneten Kreislaufparameter
Herzfrequenz und mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) wurden verwendet, um
die Stabilitdt und Tiefe der Narkose zu bewerten. Bei Verdnderungen der Para-
meter wurde die Infusionsgeschwindigkeit den Bediirfnissen angepafit (modifiziert
nach [SzZABO et al. 1989]). Die Narkose konnte so bei den Versuchen nahezu kon-

stant und angemessen tief gehalten werden. Diese Beobachtungen wurden durch
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die nachfolgenden Bestimmungen der Noradrenalin- und Adrenalin-Plasmaspiegel

bestétigt.

2.5.2 Chirurgische Praparation

Die Operation fand auf einer Platte statt, die auf 39°C temperiert wurde. Die
Korpertemperatur wurde iiber eine Mefisonde {iberwacht, die iiber die rechte Ar-
teria carotis in die Aorta ascendens eingefiihrt (siehe weiter unten) und iiber die
Anzeige des angeschlossenen ,,Cardiac Output Computers“ angezeigt wurde. Nach
Einleitung der Narkose wurde zunéchst die Trachea kaniiliert und mit Hilfe des
»~Animal Respirators* der Firma TSE, Bad Homburg (Deutschland), die kiinstli-
che Beatmung durchgefiihrt. Das Gerét beatmete die Tiere mit 0,8 1/min O, und
1,5 1/min Raumluft, bei einem Beatmungsdruck zwischen 7 und 12 mbar und
einer Beatmungsfrequenz von 35 Zyklen pro min. Die richtige Beatmung wurde

mit Hilfe eines Blugasanalysators iiberpriift.

Nach der Kaniilierung der Trachea wurde die rechte Arteria carotis freiprapariert
und kaniiliert. Dazu wurde eine Brauniile® MT und einem hémostatischen Ven-
til mit einem ableitenden Schlauch verwendet, an dem die Blutdruckregistrierung
angeschlossen wurde. Anschliefend wurde die Thermosonde des ,Cardiac Output
Computers® iiber das hamostatische Ventil in die Aorta ascendens vorgeschoben.
Der rechte Herzvorhof wurde iiber die Vena jugularis externa mit einem Cavafix®
MT Katheter (0,5x0,9 mm, Braun Melsungen, Deutschland) kaniiliert. Diese
Kaniile wurde spéter fiir die Messung des Herzzeitvolumens und die Riickgabe
der abgenommenen Blutzellen verwendet. Die linke Arteria femoralis wurde im
Anschlufl mit einem Polyethylen-Schlauch (duflerer Durchmesser 0,8 mm) kanii-
liert, um wéhrend des Versuchs arterielles Blut abnehmen zu konnen, ohne die
Blutdruckaufzeichnung unterbrechen zu miissen. Die gesamte Prozedur der Kanii-
lierung der Arteria carotis, der Vena jugularis externa und der Arteria femoralis

dauerte ca. 15 min.

Danach erhielt das Tier iiber die Vena jugularis 1000 I.E. /kg Heparin (Liquemin®,
Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) und 5 mg/kg Galla-

min als Muskelrelaxans (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), das in Form einer
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Stammlosung von 20 mg/ml in Ringer-Losung vorlag. Dann wurde das Tier in
Ruhelage auf die linke Seite gelegt, um eine obstruktive Verlegung der Atem-
wege zu vermeiden. Danach hatte das Tier mindestens eine halbe Stunde Zeit,
um seinen Kreislauf zu stabilisieren und einen definierten Ausgangswert fiir die
Kreislaufparameter zu erhalten. Zum Zeitpunkt 0 min begann der Versuch mit
der Infusion der zu untersuchenden Substanz (0,9%iger Kochsalz-Losung, MIBG

oder Tyramin) in die linke Ohrvene.

2.5.3 Bestimmung der Kreislaufparameter

Blutdruck und Herzfrequenz wurden mit Hilfe eines Isotec Druckaufnehmers aus
der rechten Arteria carotis abgeleitet und mit Hilfe eines Briickenverstarkers und
einer Rechnereinheit mit Software (MacLab; Chart Programm) aufgezeichnet.
Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wurde wéhrend des Versuchs aus dem

gemessenen Blutdruck-Signal berechnet.

Zur Bestimmung des Herzminutenvolumens (HMV) wurden 300 pl einer auf 1
bis 3 °C gekiihlten Ringer-Losung ziigig in den rechten Vorhof injiziert und die
Temperaturdnderung iiber die Thermosonde in der Aorta gemessen. Aus dem
Injektionsvolumen (dem ,Cardiac Output Computers“ vorgegeben), der Injektat-
Temperatur, der Bluttemperatur und dem Temperaturzeitverlauf nach der Injek-
tion der kalten Ringerlosung (kontinuierliche Messung iiber Sonden des ,,Cardiac
Output Computers®) berechnete der Computer (HMV 7905, Hoyer, Bremen) das
Herzminutenvolumen fiir Blut. Der totale periphere Widerstand (TPR) wurde
aus den MeBgroflien Herzminutenvolumen und mittlerer arterieller Blutdruck, der
zum Zeitpunkt der Herzminutenvolumen-Messung bestimmt wurde, nach folgen-

der Gleichung errechnet:

MAP

TPR : totaler peripherer Widerstand [mmHg-min/ml]

MAP : mittlerer aterieller Blutdruck [mmHg]
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HMYV : Herzminutenvolumen [ml/min]

2.5.4 Versuchsprotokoll und Analytik

MIBG-Acetat lag in Form einer Stammlosung mit einer Konzentration von
100 mM vor (vgl. Abschnitt 2.1.2). Diese wurde am Versuchstag mit Ringer-

Losung auf die entsprechende Endkonzentration fiir die Infusion verdiinnt.

Arterielles Blut wurde iiber die Arteria femoralis langsam entnommen, um den
Einflu auf die Blutdruckaufzeichnung zu minimieren. Das entnommene Volu-
men betrug pro Abnahmezeitpunkt (siehe unten) 2 ml und wurde durch eine Mi-
schung aus gleichen Teilen Dextran 40 Losung (Rheomacrodex® 10 %, Pharma
Reusch GmbH, Bonn, Deutschland) und Ringer-Losung substituiert. Die Blutpro-
ben wurden sofort in eisgekiihlte Polystyrol-Zentrifugenrohrchen iiberfithrt und
anschlielend in einer auf 4 °C gekiihlten Zentrifuge bei 2600 g 10 min lang zen-
trifugiert. 1 ml Plasmaiiberstand wurden abpipettiert und mit 0,5 ml Stabilisa-
torlosung, die 1% NayEDTA und 1,25 % NaySO3 enthielt, versetzt. Die Proben
wurden bei 4 °C im Kiihlschrank bis zum Versuchsende aufbewahrt, dann so-
fort wie in Abschnitt 2.4.6 beschrieben aufbereitet und spéter zur Bestimmung
von Noradrenalin und DOPEG analysiert. Das bei der Zentrifugation erhaltene
Blutzell-Sediment wurde mit 1 ml Dextran/Ringer-Losung aufgeschwemmt und

iiber die Vena jugularis langsam dem Tier zuriickgegeben.

2.5.4.1 Vorversuch zur Bestimmung der sympathomimetischen Wirkungen

von MIBG und Tyramin

Nach der Préparation und einer Stabilisierungsphase von mindestens 30 min er-
hielt das Tier iiber die linke Ohrvene fiir 1 min eine Kurzinfusion von 10 pmol/kg
MIGB, Tyramin oder Vehikel. Wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums
wurden der mittlere arterielle Blutdruck und die Herzfrequenz kontinuierlich auf-
gzeichnet. Zu den Zeitpunkten 0, 1, 2, 10, 20 und 30 min wurde dem Tier Blut
entnommen und auf Noradrenalin und Dopamin hin untersucht. Die einzelnen

Daten der Versuche fiir die Kreislaufaufzeichnung wurden mittels des Compu-
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terprogrammes Igor® 3.0 (WaveMetrics Inc., Lake Oswego, USA) gemittelt und
graphisch dargestellt.

2.5.4.2 Versuch zur Bestimmung der sympathomimetischen Wirkungen
von 10 und 50 pmol/kg MIBG und 50 pmol/kg Tyramin

Nach der Préparation und einer Stabilisierungsphase von mindestens 30 min
erhielt das Tier iiber die linke Ohrvene fiir 10 min eine Infusion von 10 bzw.
50 pmol/kg MIGB, 50 pmol/kg Tyramin oder Vehikel. Alle 5 min wurden die
Kreislaufparameter Herzfrequenz, mittlerer arterielle Blutdruck und totaler pe-
ripherer Widerstand fiir 40 min ermittelt. Zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 20, 30
und 40 min wurde dem Tier Blut entnommen und die Konzentration von Nor-
adrenalin und DOPEG im Plasma bestimmt. Die Werte wurden als Prozent des

Ausgangswertes dargestellt.

2.5.4.3 Versuch zur Bestimmung der Wirkung von Methylatropin auf die
kardiovaskuldren Effekte von 50 nmol/kg MIBG oder Tyramin

Nach der Préparation erhielt das Tier iiber die Vena jugularis einen Bolus von
1 mg/kg Metylatropin und iiber die gesamte Versuchsdauer eine Infusion von
33 ng/(kg-min) Methylatropin iiber die rechte Ohrvene. Nach dem Bolus folgte
eine Stabilisierungsphase von mindestens 30 min, an deren Anschluf} sich eine
10 miniitige Infusion von 50 pmol/kg MIBG oder Tyramin iiber die linke Ohr-
vene anschlofl. Wahrend des Beobachtungszeitraums von Beginn der Infusion
(Zeitpunkt 0 min) bis 40 min wurde alle 5 min die Kreislaufparameter mittlerer

arterieller Blutdruck und Herfrequenz bestimmt.
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2.6 Inkubationsversuche in Homogenaten von

Rattenorganen

2.6.1 Substanzen

Die verwendeten Substanzen in diesen Versuchen waren:

e Chlorogylin-HCI (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Dopamin-HCI (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

3,4-Dihyroxyphenylessigsdure (DOPAC)

3H(-)-Noradrenalin (NEN Life Science Products, Boston, USA)

Selegelin-HCI (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Tolcapone (Geschenk von Hoffmann-La Roche, Deutschland)

Alle anderen Substanzen wurden von der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland)

bezogen.

2.6.2 Hemmung der Monoaminoxidase-A im Homogenat des

Rattenherzens

2.6.2.1 Versuchsbeschreibung

Fiir die Versuche wurden Ratten mit einem Gewicht zwischen 275 und 300 g
verwendet. Vor Versuchsbeginn erhielt das Tier eine Injektion von 100 I.E Heparin
intraperitoneal, und eine Wartephase von 10 min wurde eingehalten. Anschlieflend
wurde die Ratte durch einen Schlag auf den Kopf betdubt, durch Genickbruch
getotet und iiber die Karotiden entblutet. Thorax und Herzbeutel wurden schnell
eroffnet, das Herz entfernt, anhdngendes Gewebe entfernt und das Herz in ein mit

eiskaltem Phosphat-Puffer gefiilltes Becherglas tiberfithrt (Versuchsdurchfithrung
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in Anlehnung an Trendelenburg [TRENDELENBURG und GROHMANN 1983]). Der

Phosphat-Puffer hatte einen pH von 7,4 mit folgender Zusammensetzung:

- NaH,PO, 20 mM - NayHPO, 30 mM
- Na,ETDA 40 pM - Na-Ascorbat 100 pM
- Tolcapone 10 pM - Selegilin 1 nM

Durch Zusatz des Catechol-O-methyltransferase-Hemmers (COMT-Hemmer)
Tolcapone und des Monoaminoxidase-B-Hemmers (MAO-B-Hemmer) Selegelin
wurde sichergestellt, dafl die Aktivitdt der Monoaminoxidase A (MAO-A) be-
stimmt wurde. Das Herz wurde mit kaltem Phosphat-Puffer {iber die Aorta per-
fundiert und blutfrei gewaschen. Anschlielend wurde das Herz mit einem Flies-
papier getrocknet und mit 4 ml Phosphat-Puffer je g Herzgewebe versetzt. Mit
Hilfe eines Ultra Turrax wurde das Gewebe unter Eiskiihlung homogenisiert und
10 min bei 1000 g und 4 °C zentrifugiert. 4/5 des Uberstandes wurden abpi-
pettiert, geschiittelt und 10 min bei 37 °C unter Begasung mit 100 % Sauerstoff
vorinkubiert. 100 pl des Homogenats wurden zur Proteinbestimmung nach Lowry

verwendet [LOWRY et al. 1951].

Das Volumen des Inkubationsansatzes betrug 1,5 ml. Es enthielt 250 pl Homo-
genat und 1250 pl Phosphat-Puffer, in dem verschiedene MIBG-Konzentrationen
oder Vehikel, 3H-Noradrenalin- und Noradrenalin enthalten war, so da8 sich eine
Endkonzentration von 150 nM und eine spezifische Aktivitat von 4,5 Ci/mmol im
Inkubationsansatz ergab. 6 verschiedene MIBG-Konzentrationen wurden unter-
sucht: 1, 3, 10, 30, 100 und 300 pM. Als Kontrollen wurden ein Inkubationsansatz
ohne Homogenat und MIBG-Zusatz (Nullkontrolle), ein Inkubationsansatz ohne
MIBG-Zusatz (Positivkontrolle) und ein Inkubationsansatz ohne MIBG-Zusatz,
aber mit 50 pM des MAO-A-Hemmers Clorgylin (Negativkontrolle)verwendet.
Die Losungen einer Versuchsserie wurden anschliefend fiir 30 min im Schiittel-
bad bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 1 ml 0,8 M HCIO,4 und durch
Eiskiihlung beendet. Das denaturierte Protein wurde bei 4 °C und 3000 g fiir
10 min abzentrifugiert und ein Aliquot des Uberstands wurde fiir die HPLC-
Bestimmung von 3H-Noradrenalin, 3H-3,4-Dihyroxyphenylglykol (*H-DOPEG)
und 3H-3,4-Dihydroxymandelséiure (*H-DOMA) verwendet.



54 2. Methoden

2.6.2.2 Analytik

Die Bestimmung von 3H-Noradrenalin, 3H-DOPEG und *H-DOMA wurde mit-
tels HPLC und Durchflufizéhler durchgefiihrt. Als HPLC wurden die in Kapitel
2.4.6 beschriebene Anlage und Bedingungen verwendet. Statt des elektrochemi-
schen Detektors wurde der DurchfluBzéhler Ramona 2000® der Firma Raytest
(Straubenhardt, Deutschland) mit einer 1 ml Durchflufizelle verwendet. Als Cock-
tail wurde Lumasafe Plus® der Firma Lumac LSC (Groningen, Niederlande)
benutzt, der mit einer Geschwindigkeit von 1,6 ml/min vor dem Detektor zur
mobilen Phase hinzu gemischt wurde. Die Nullkontrolle diente als Standard. Die
Auswertung erfolgte iiber die Bestimmung der Peakflache, die ein Maf} fiir die
registrierten Zerfille ist und mit Hilfe des Programms Winnie32® der Firma
Raytest bestimmt wurde. Zur Ermittlung der Wiederfindungsrate fiir das radio-
aktiv markierte *H-Noradrenalin bei der Messung im Durchflufizidhler wurde eine
definierte Menge Radioaktivitét in das System injiziert. Die vom Durchflufizéh-
ler detektierte Radioaktivitat wurde ins Verhéltnis zur injizierten Radioaktivitét
gesetzt. Dieser Quotient entsprach der Wiederfindungsrate fiir die Messung von

Radiaktivitat mit Hilfe des verwendeten Durchflufizéhlers.

2.6.2.3 Auswertung

Zur Bestimmung der Hemmung des Enzyms MAO-A wurden die radioakti-
ven Zerfille im Peak (Peakfléiche) fiir *H-Noradrenalin und *H-DOPEG in der
Negativ- und der Positivkontrolle ermittelt und jeweils voneinander subtrahiert.
Diese Differenz wurde als 100 % Hemmung des Enzyms definiert. Diese Hemmung
entsprach somit der Hemmung der MAO-A, die durch 50 ptM Clorgylin erreicht
wurde. Die bestimmten Peakflichen in den Proben mit MIBG-Zusatz wurden

dann jeweils in eine prozentuale Hemmung umgerechnet.

Die Umsatzrate der MAO-A fiir 3H-Noradrenalin wurde mit Hilfe der spezifischen
Aktivitét fiir 3H-Noradrenalin bestimmt. Dazu wurden die gemessenen radioak-
tiven Zerfille im Peak von 3H-Noradrenalin in der Negativkontrolle von denen
in der Positivkontrolle voneinander subtrahiert und mit der vorher bestimmten

Wiederfindungsrate des Durchflufizéhlers korrigiert. Die erhaltenen dpm-Werte
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wurden mit Hilfe der spezifischen Aktivitdt und der Flufigeschwindigkeit in der
Durchflu3zelle in eine Konzentration umgerechnet. Mit Hilfe dieser Konzentra-
tion, der Inkubationsdauer und der Proteinmenge im Ansatz wurde die Umsatz-

rate fiir *H-Noradrenalin [pmol/(g Protein - min)| berechnet.

Ebenso wurde die Bildungsrate fiir *H-DOPEG (Metabolit von *H-Noradrenalin)
bestimmt. Dazu wurden die gemessenen radioaktiven Zerfiille im Peak von 3H-
DOPEG in der Positivkontrolle von denen in der Negativkontrolle voneinander

subtrahiert und, wie zuvor beschrieben, in eine Umsatzrate umgerechnet.

Konzentrations-Wirkungskurven fiir die Hemmung der MAO-A durch MIBG wur-
den mit Hilfe der Hill-Gleichung analysiert. Dazu wurden die prozentualen Hem-
mungen, die durch die verschiedenen MIBG Konzentrationen erreicht wurden,
einer nicht-linearen Regression unterzogen (Prism 2.01, Graphpad Software, San
Diego, USA), die mit der Methode der kleinsten Abstandsquadrate arbeitete.
Zur Analyse der Konzentrations-Wirkungskurven wurde folgende Form der Hill-

Gleichung angewendet:

Emaac -

E— lma €
ICy" + ¢

(2.7)

FE, 0.0 maximaler Hemmeffekt

1C5y : MIBG-Konzentration bei halbmaximalen Hemmeffekt

ny : scheinbarer Hill-Koeffizient (Steigung am Wendepunkt der Kurve)

c : Konzentration von MIBG

E  : Effekt (prozentuale Hemmung der MAO-A)
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2.6.3 Hemmung der Monoaminoxidase-B im Homogenat der
Rattenleber

2.6.3.1 Versuchsbeschreibung

Fiir die Versuche wurden Ratten mit einem Gewicht zwischen 275 und 300 g ver-
wendet. Die Vorbereitungen entsprachen denen im Abschnitt 2.6.2. Der verwen-

dete Phosphat-Puffer hatte einen pH von 7,4 mit folgender Zusammensetzung:

- NaH,PO, 20 mM - NayHPO, 30 mM
- Na,ETDA 40 nM - Na-Ascorbat 100 nM
- Tolcapone 10 pM - Clorgylin 300 nM

Durch Zusatz des COMT-Hemmers Tolcapone und des MAO-A-Hemmers Clor-
gylin wurde sichergestellt, daf§ allein die MAO-B Aktivitidt bestimmt wurde. Die
Leber wurde mit kaltem Phosphat-Puffer iiber die Aorta perfundiert und blutfrei
gewaschen. Anschliefend wurde die Leber mit einem Fliespapier getrocknet und
mit 2 ml Phosphat-Puffer je g Lebergewebe versetzt. Mit Hilfe eines Ultra Turrax
wurde das Gewebe unter Eiskiihlung homogenisiert und 10 min bei 1000 g und
4 °C zentrifugiert. 4/5 Uberstand wurden abpipettiert, geschiittelt und 10 min bei
37 °C unter Begasung mit 100 % Sauerstoff vorinkubiert. 100 pnl des Homogenats

wurden zur Proteinbestimmung nach Lowry verwendet [LOWRY et al. 1951].

Das Volumen des Inkubationsansatzes betrug 1,5 ml. Es enthielt 650 nl Homoge-
nat und 850 pl Phosphat-Puffer, in dem verschiedene MIBG-Konzentrationen
oder Vehikel und Dopamin enthalten war, so dafl sich eine Endkonzentrati-
on von 300 nM Dopamin im Inkubationsansatz ergab. 8 verschiedene MIBG-
Konzentrationen wurden untersucht: 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 und 3000 pM.
Als Kontrollen wurden ein Inkubationsansatz ohne Homogenat und MIBG-Zusatz
(Nullkontrolle), ein Inkubationsansatz ohne MIBG-Zusatz (Positivkontrolle) und
ein Inkubationsansatz ohne MIBG-Zusatz, aber mit 1 mM des MAO-B-Hemmers
Selegelin (Negativkontrolle) verwendet. Die Inkubationsansétze einer Versuchs-
serie wurden anschliefend fiir 60 min im Schiittelbad bei 37 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde mit 1 ml 0,8 M HCIO4 und durch Eiskiihlung beendet. Das de-
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naturierte Protein wurde bei 4 °C und 3000 g fiir 10 min abzentrifugiert und
ein Aliquot des Uberstands wurde fiir die HPLC-Bestimmung von Dopamin und

3,4-Dihyroxyphenylessigsdure (DOPAC) verwendet.

2.6.3.2 Analytik

Die Bestimmung von Dopamin und DOPAC wurde nach einer Festphasenextrak-
tion mittels HPLC mit amperometrischer Detektion durchgefiihrt. Dieser Ar-
beitschritt wurde bereits im Kapitel 2.4.6 beschrieben. Die Auswertung erfolgte
iiber die Bestimmung der Peakhohe im Chromatogramm. Als Standard wurde

die Nullkontrolle verwendet.

2.6.3.3 Auswertung

Zur Bestimmung der Hemmung des Enzyms MAO-B wurden die Peakhéhen fiir
Dopamin und DOPAC in der Negativ- und der Positivkontrolle ermittelt und
jeweils voneinander subtrahiert. Diese Differenz wurde als 100 % Hemmung des
Enzyms definiert. Diese Hemmung entsprach somit der Hemmung der MAO-B,
die durch 1 mM Selegelin erreicht wurde. Die bestimmten Peakhohen fiir Dopa-
min und DOPAC in den Proben mit MIBG-Zusatz wurden dann jeweils in eine

prozentuale Hemmung umgerechnet.

Die Umsatzrate der MAO-B fiir Dopamin wurde mit Hilfe der Differenz zwi-
schen der Peakhdhe fiir Dopamin in der Negativ- und der Positivkontrolle, der

Inkubationsdauer und der Proteinmenge im Ansatz berechnet.

Ebenso wurde die Bildungsrate fiir DOPAC (Metabolit von Dopamin) bestimmt.
Dazu wurde die Peakhohe von DOPAC in der Positivkontrolle von der in der

Negativkontrolle subtrahiert und in eine Umsatzrate umgerechnet.

Konzentrations-Wirkungskurven fiir die Hemmung der MAO-B durch MIBG wur-
de mit Hilfe der Hill-Gleichung analysiert. Dazu wurden die prozentualen Hem-
mungen der MIBG-Proben einer nicht-linearen Regression unterzogen (Prism
2.01, Graphpad Software, San Diego, USA), die mit der Methode der kleinsten
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Abstandsquadrate arbeitete. Zur Analyse der Konzentrations-Wirkungskurven

wurde folgende Form der Hill-Gleichung angewendet:

Emaac - cMH

= o (2.8)

Eur: maximaler Hemmeffekt

1C5y: MIBG-Konzentration bei halbmaximalen Hemmeffekt

ny : scheinbarer Hill-Koeffizient (Steigung am Wendepunkt der Kurve)
¢ : Konzentration von MIBG

E : Effekt (prozentuale Hemmung der MAO-B)

2.6.4 Hemmung der Monoaminoxidase-B bei verschiedenen

Substratkonzentrationen im Homogenat der Rattenleber

Um die kompetitive Hemmung des Enzyms MAO-B durch MIBG zu zeigen, wurde
der Versuch wie im Abschnitt 2.6.3 beschrieben durchgefiihrt, wobei parallel zwei
verschiedene Substratkonzentrationen von Dopamin mit identischem Homogenat-
Zusatz untersucht wurden. In der Gruppe A betrug die Endkonzentration fiir
Dopamin 100 nM und in der Gruppe B 400 pM. Zur kompletten Hemmung der
MAO-A waren in allen Proben der Gruppe A 0,3 und denen der Gruppe B 1 ptM
Clorgylin enthalten. Zur Bestimmung der maximalen Hemmung (Negativkontrol-
le) wurden den Proben aus der Gruppe A 1 mM Selegelin zugesetzt, denen in der
Gruppe B 10 mM Selegelin. Die Durchfithrung entsprach ansonsten den oben

beschriebenen Bedingungen.

Zur Bestimmung der prozentualen Hemmung von MAO-B wurde die jeweilige
Hemmung der DOPAC-Bildung in Gegenwart steigender MIBG Konzentration

gemessen.
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3.1 Vergleich von MIBG und Tyramin als Substrate
von Uptake; in SK-N-SH Zellen

SK-N-SH Zellen (d.h. Zellen einer Neuroblastom-Zelllinie) wurden verwendet,
um die Substrate MIBG, Tyramin und Noradrenalin hinsichtlich der Sattigungs-
kinetik ihrer Aufnahme iiber Uptake; zu differenzieren und die Frage zu klaren,
ob MIBG mit &hnlicher Geschwindigkeit wie Noradrenalin und Tyramin in SK-
N-SH Zellen transportiert wird. Die Nisoxetin-empfindliche Aufnahme in diese
Zellen spiegelt den Teil des Transports wieder, der durch Uptake; vermittelt wird
(Abb. 3.1). Die Analyse der kinetischen Paramter fiir die Sattigung von Uptake;
durch die untersuchten Substrate zeigte, dal MIBG, Tyramin und Noradrenalin
ahnliche K,,, und V,,,, Werte besitzen (Tab. 3.1). Folglich findet der Transport in
die Zelle bei gleicher Konzentration der untersuchten Substanzen mit vergleich-
baren Aufnahmeraten statt. Als einziger Unterschied wurde in den Versuchen
gefunden, dafl der k Wert fiir die nicht-sédttighare Komponente der Aufnahme
(Nisoxetin-unempfindliche Aufnahme), die wahrscheinlich durch Diffusion zustan-
de kommt, fiir MIBG und Tyramin hoher lag als fiir Noradrenalin. Der k Wert
entspricht der Steigung der Regressionsgeraden, die die Abhéngigkeit der 1-min-
Aufnahme von der Substratkonzentration in Anwesenheit von 10 pM Nisoxetin

wiederspiegelt, und ist ein Maf fiir die Lipophilie der untersuchten Substanzen.

29
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Abb. 3.1: Spezifische und nicht-spezifische Aufnahme von Noradrenalin
(NA), Tyramin und MIBG in SK-N-SH Zellen
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Dargestellt ist die Konzentrationsabhéngigkeit der spezifischen und der nicht-
spezifischen Aufnahme von 3H-Noradrenalin (A), 14C-Tyramin (B) und ?°I-MIBG
(C) in die menschlichen Neuroblastomzellen SK-N-SH. Die Aufnahme der radioaktiv
markierten Substanzen innerhalb einer Minute wurde jeweils in Abwesenheit (Ge-
samtaufnahme) und in Gegenwart von 10 pM Nisoxetin (nicht-spezifische Aufnahme)
bestimmt. Die spezifische Aufnahme wurde aus der Differenz zwischen Gesamtaufnah-
me und nicht-spezifischer Aufnahme berechnet. Gezeigt werden Mittelwerte £ SEM

aus je 3 Doppelbestimmungen fiir die spezifische (W) und die unspezifische Aufnahme

(o) der drei radioaktiv-markierten Substanzen.
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Tab. 3.1: Sattigungskonstanten fiir die spezifische Aufnahme und Transportkon-
stante fiir die nicht-spezifische Aufnahme von ?*I-MIBG, *C-Tyramin
und *H-Noradrenalin in SK-N-SH Zellen

Substanz K Vinaz nicht spezifische
Aufnahme (k-Wert)
pM pmol/mg Protein  pmol/(mg protein-uM)
125T_MIBG 1,560, 80 43,44 410,06 10,194+1,14
14C-Tyramin 1,66+ 0,48 36,64 +2,92 9,93+0,66
3H-Noradrenalin 0,99 +0, 20 35,61+ 3,65 3,16 £0,65%

Die zelluldre Aufnahme der radioaktiv markierten Substanzen wurde innerhalb 1 min in Abwe-
senheit (Gesamtaufnahme) und in Gegenwart (nicht-spezifische Aufnahme) von 10 pM Nisoxe-
tin (ein hochselektiver Uptake;-Blocker) bestimmt und die séttigbare spezifische Aufnahme, die
durch Uptake; vermittelt wird, wurde aus der Differenz zwischen Gesamt- und nicht-spezifischer
Aufnahme berechnet. Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM aus 3 Doppelversuchen.

* zeigt P < 0,05 fiir einen globalen Unterschied zwischen den untersuchten Substraten (Varian-

zanalyse fiir multiple Vergleiche).

3.2 Versuche am perfundierten Kaninchenherzen

3.2.1 Vergleich von MIBG und Tyramin als

Sympathomimetika

Am spontan schlagenden Kaninchenherz riefen sowohl MIBG als auch Tyramin
einen Anstieg der Herzfrequenz hervor. Jedoch war der Anstieg der Herzfrequenz
durch MIBG nicht so stark ausgepriagt wie der durch Tyramin (Abb. 3.2). Die
Analyse der Daten mit Hilfe einer nichtlinearen Regressionsanalyse zur Anpas-
sung an die Hill-Gleichung ergab fiir MIBG einen wesentlich geringer ausgeprig-
ten Maximaleffekt (59 + 14 Schlége/min; n = 6) als fiir Tyramin (156 + 14 Schlé-
ge/min; n = 6; P <0,01). Die positiven chronotropen Effekte von 10 pmol MIBG
und Tyramin, die am Ende der Dosis-Wirkungs-Versuche in Abb. 3.2 A beobach-
tet wurden, unterschieden sich nicht von denen, die an Herzen bestimmt wurden,
die nur 10 pmol MIBG oder Tyramin erhalten hatten (Abb. 3.2 B). In Abb. 3.2 B
kann man erkennen, dafl der Herzfrequenz-Anstieg, der durch MIBG oder Tyr-
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amin hervorgerufen wurde, durch den Uptake;-Blocker Desipramin (DMI; 2 nM)

stark gehemmt wurde.

MIBG und Tyramin sorgten auch fiir eine dosisabhéingige Freisetzung (,,Over-
flow“) von Noradrenalin (Abb. 3.3). Aber genauso wie bei der Wirkung auf die
Herzfrequenz war der Anstieg fiir den Noradrenalin-Overflow nach Gabe von
MIBG wesentlich schwéicher ausgeprdagt als nach Gabe von Tyramin. Der be-
rechnete maximale Noradrenalin-Overflow, der durch MIBG hervorgerufen wur-
de, betrug 35 £ 8 pmol-g™* (n = 6) und der durch Tyramin hervorgerufene
218+33 pmol-g~! (n = 6; P < 0,01). Dieser durch MIBG induzierte Noradrenalin-
Overflow reagierte sehr empfindlich auf die Hemmung von Uptake; durch 2 pM
Desipramin (Abb. 3.3 B).

Die gleichen Bestimmungen wie fiir Noradrenalin wurden auch fiir Dopamin
durchgefiihrt. In diesen Versuchen ergab sich qualitativ das gleiche Bild wie fiir die
Noradrenalin (Abb. 3.4). Das Verhéltnis fiir Dopamin zu Noradrenalin stieg nach
Applikation von steigenden Dosen an Tyramin von 0, 037+0, 015 bei 0,3 pmol auf
0,134 £0,011 bei 10 pmol an (n = 6 fiir jeden Quotienten; P < 0,01). Die gleiche
Analyse war fiir MIBG aufgrund des inkonsistenten und geringfiigigen Anstiegs

des Dopamin-Overflows nicht moglich.

MIBG und Tyramin unterschieden sich nicht im Ausmaf} der registrierten sym-
pathomimetischen Effekte, sondern auch im Zeitverlauf der beobachteten Para-
meter. Betrachtet man den Herzfrequenz-Anstieg nach Gabe von MIBG oder
Tyramin, kann man eine dosisabhéngige Zunahme der Zeit bis zum Erreichen des
maximalen Herzfrequenz-Anstiegs und eine Zunahme der Wirkdauer, d.h. der
Zeit, die benotigt wurde, um wieder den Ausgangswert zu erreichen, beobachten.
Dieser beobachtete Zeiteffekt war fiir MIBG wesentlich stéarker ausgeprégt als fiir
Tyramin (Tab. 3.3 und Tab. 3.4).

In einer weiteren Versuchsserie wurde die Wirkung von 10 pmol MIBG und
Tyramin iiber 60 min verfolgt (Abb. 3.5). Es zeigt sich sehr deutlich, daf§ die
Herzfrequenz-steigernde Wirkung von MIBG lédnger als 60 min anhielt. Die Wir-
kung von Tyramin war schon nach ca. 20 min beendet (Abb. 3.5 A). Ahnlich

verhielt es sich fiir den Noradrenalin-Overflow, der durch MIBG und Tyramin
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Abb. 3.2: Herzfrequenzanstieg nach Gabe von MIBG oder Tyramin
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Der maximale Herzfrequenz- Anstieg vom Ausgangswert wurde in einer Serie von auf-
einander folgenden Injektionen von ansteigenden Dosen von MIBG oder Tyramin
(0,03 bis 10 pmol) bestimmt (A). Ebenso wurde die Herzfrequenz-Antwort nach ei-
ner einzelnen Dosis von 10 pmol MIBG oder Tyramin in Abwesenheit (Kontrolle)
oder in Gegenwart von 2 pM Desipramin (DMI) gemessen (B). Die Durchfiihrung
und die Auswertung der Versuche sind im Abschnitt 2.4 genau beschrieben worden.
Der Ausgangswert fiir die Herzfrequenz betrug 164 4+ 4 Schlige/min (n = 39). Ge-
zeigt werden Mittelwerte £ SEM aus je 6 Versuchen. Die Anpassung der der Hill-
Gleichung an die Werte ergab folgende Parameter: E,,q.(MIBG) 59 Schlige/min und
Emmaz (Tyramin) 156 Schlige/min; ED5o(MIBG) 0,1 uM und ED5o(Tyramin) 0,6 pM;
ngy (MIBG) 0,5 und ngy (Tyramin) 0,9. Die Anpassungskurven in der Abb. A wurden
mit diesen Parametern gezeichnet.

xx zeigt P < 0,01 fiir den Effekt von Desipramin.

Tab. 3.3: Zeit bis zum maximalen Herzfrequenz- Anstieg nach Gabe von verschie-

denen Dosen von MIBG oder Tyramin (Mittelwerte + SEM; n = 6)

Dosis 0,03 0,1 0,3 1 3 10 pmol
MIBG 0,2+0,1 0,4+0,1 0,6+0,1 1,9+04 3,6+0,6 &8,6+1,0 min
Tyramin 0,3£0,1 0,4+0,1 0,4+0,1 0,5+0,1 0,840,1 1,54+0,2 min
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Abb. 3.3: Noradrenalin-Overflow induziert durch die Gabe von MIBG

oder Tyramin
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Der Gesamtanstieg des Noradrenalin (NA)-Overflows wurde als Antwort auf die auf-
einanderfolgende Gabe von steigenden MIBG- oder Tyramin-Dosen beginnend von 0,1
bis 10 pmol (Abb. A) und als Antwort auf eine einzelne Dosis von 10 pmol MIBG oder
Tyramin in Abwesenheit oder in Gegenwart von 2 pM Desipramin (DMI; Abb. B)

bestimmt. Die Versuche entsprechen den gleichen wie in Abb. 3.2. Der Ausgangs-
1 1

wert fiir den spontanen Noradrenalin-Overflow betrug 0,50 + 0,11 pmol-g™ " -min~
(n = 39). Gezeigt werden Mittelwerte £ SEM aus je 6 Versuchen. Die Anpas-
sung der Hill-Gleichung an die Daten ergab folgende Parameter (vgl. Abschnitt 2.4):
Emaz(MIBG) 35 pmol-g=! und E, 4, (Tyramin) 218 pmol-g~t; ED5o(MIBG) 1,1 uM
und ED5o(Tyramin) 1,8 uM; ng (MIBG) 1,0 und ng(Tyramin) 1,1. Die Anpassungs-
kurven in der Abb. A wurden mit diesen Parametern gezeichnet.

x zeigt P < 0,05 und *x zeigt P < 0,01 fiir den Effekt von DMI.

Tab. 3.4: Zeit, die nach Gabe von verschiedenen Dosen an MIBG oder Tyramin
benotigt wurde, um den Ausgangswert fiir die Herzfrequenz wieder zu

errreichen (Mittelwerte £ SEM; n = 6)

Dosis 0,03 0,1 0,3 1 3 10 pmol

MIBG  1440,6 12404 92431 17,1435  >35 >45  min
Tyramin 1,1+0,1 1,040,2 3,5+0,8 6,9+1,7 124405 18,040,5 min
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Abb. 3.4: Dopamin-Overflow induziert durch die Gabe von MIBG oder

Tyramin
A. Dopamin-Anstieg durch B. Dopamin-Anstieg nach einer
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Die Versuche entsprechen den gleichen wie in Abb. 3.2 und 3.3. Der Ausgangs-
wert fiir den spontanen Dopamin (DA)-Overflow betrug 0,08 + 0,02 pmol-g~-min—!
(n = 39). Gezeigt werden Mittelwerte £ SEM aus je 6 Versuchen. Die Anpas-
sung der Daten an die Hill-Gleichung ergab folgende Parameter (vgl. Abschnitt 2.4):
Emaz(Tyramin) 40 pmol-g=1; EDso(Tyramin) 5,7 pM; ng(Tyramin) 1,2. Die Anpas-
sungskurve in der Abb. A wurden mit diesen Parametern gezeichnet. Die Anpassung
der Daten fiir die MIBG-Versuche konnte nicht durchgefiihrt werden.

# kein detektierbarer Anstieg des Dopamin-Overflows in Gegenwart von 2 uM Desi-
pramin (DMI).
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ausgelost wurde. Fiir MIBG ergab sich eine Halbwertszeit von 57,8 + 13,4 min
und fiir Tyramin eine von 2,240, 1 min (Abb. 3.5 B). Aus diesen Ergebnissen wur-
de der gesamte Noradrenalin-Overflow ausgeldst durch MIBG zu 79+£19 pmol-g~!
berechnet. Dieser Wert ergibt sich aus der Bestimmung der ,, Area under the cur-
ve* (AUC; to_o in Abb. 3.5 B). Der entsprechende Wert fiir Tyramin betrug
259 + 44 pmol-g~!. Dieser Wert fiir Tyramin stimmt mit den Werten aus den
Abb. 3.3 A und B gut iiberein. Der Noradrenalin-Overflow in den Abb. 3.3 A
und B ist fiir MIBG kleiner als der oben angegebene Noradrenalin-Overflow, der
fiir den Zeitraum 0 bis Unendlich min berechnet wurde. Dieser scheinbare Wi-
derspruch 148t sich mit der Tatsache erkldren, dafl MIBG bei hohen Dosen einen
sehr lang anhaltenden Noradrenalin-Overflow ausloste, der bei den in Abb. 3.3 A
und B gewéhlten Beobachtungszeiten von 45 bis 60 min nicht vollsténdig erfait

wurde.

3.2.2 Kardiodepressive Effekte von MIBG

MIBG zeigte bei den Herzperfusionsversuchen eine kardiodepressive Wirkkom-
ponente. Eine Dosis von 10 pmol reduzierte die Herzfrequenz, und noch stérker
ausgeprigt, die linksventrikuldre Druckamplitude (LVPP; Abb. 3.6). Diese kar-
diale Reaktion trat kurz nach der Bolusgabe von Dosen ab 0,3 pmol MIBG auf,
war dosisabhéngig und dauerte nur sehr kurz (Tab. 3.5). Ein Abfall der LVPP
zwischen 61 und 88 % wurde nach der Injektion von 10 pmol MIBG auch an zwei

Herzen beobachtet, die mit 5 Hz gereizt wurden.

Die Injektion von 100 pl destilliertem Wasser oder 0,9%iger Kochsalz-Losung,
die als Vehikel verwendet wurden, zeigten keine Anderung in Herzfrequenz und
LVPP. Aber die Injektion von 100 ul einer 100 mM Natriumacetat-Losung (ent-
spricht der Stoffmenge an Acetat, die im 10 pmol MIBG-Bolus vorhanden war)
rief einen leichten Abfall in der Herzfrequenz und der LVPP hervor (Tab. 3.6).
Trotzdem ist zu erkennen, dafl der kardiodepressive Effekt von 10 pmol MIBG-
Acetat wesentlich stéarker ausgepriagt war als der von 10 pmol Natriumacetat.
Aber weder destilliertes Wasser, 0,9%ige Kochsalzlosung noch 10 mM Natriuma-

cetat riefen nach der Injektion von 100 pnl einen Anstieg des Noradrenalin- oder
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Abb. 3.5: Zeitverlauf fiir den Anstieg der Herzfrequenz und des Norad-

renalin (NA)-Overflows, der durch MIBG und Tyramin ausge-

lost wurde
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Der Zeitverlauf fiir den Herzfrequenz-Anstieg (Abb. A) und den Noradrenalin (NA)-
Overflow (Abb. B) wurde nach einer Bolus-Injektion von 10 pmol MIBG oder Tyramin

am isoliert, spontan schlagendem Kaninchenherz bestimmt (fiir die Methode vgl. Ab-

schnitt 2.4). Der Ausgangswert fiir die Herzfrequenz betrug 165 & 7 Schldge /min, und

der spontane Noradrenalin-Overflow wurde mit 0,36 & 0,07 pmol-g~tmin~! (n = 16)

bestimmt. Gezeigt werden das arithmetische (Abb. A) bzw. das geometrische Mittel
(Abb. B) £ SEM von je 8 Beobachtungen. Die Regressionsgerade im Abb. B wurde
nach Transformation an folgende Gleichung angepafit: log y = a+ bzx. Fiir die Parame-
ter ergaben sich folgende Werte: a(MIBG) -0,0793 und a(Tyramin) 1,864; b(MIBG)
-0,00726 und b(Tyramin) -0,141.
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Dopamin-Overflows hervor.

In den Herzen, die Desipramin erhalten hatten, war der Abfall der Herzfrequenz,
der durch 10 pmol MIBG hervorgerufen wurde, wesentlich stérker ausgepréagt und
hielt auch ldanger an. Auf der anderen Seite wurde der MIBG-induzierte Abfall
der LVPP durch die Anwesenheit von Desipramin abgeschwicht. Desipramin per
se hatte keinen Einfluf} auf die Herzfrequenz, aber senkte die LVPP um ca. 40 %
(Tab. 3.6).

3.2.3 Die adrenerge Neuronen-blockierende Wirkung von
MIBG

Das spontan schlagende, isoliert perfundierte Kaninchenherz wurde auch ver-
wendet, um die vermutete Wirkung von MIBG als adrenerger Neuronen-
blocker zu untersuchen. Die Antwort auf die Feldstimulation hinsichtlich des
Noradrenalin-Overflows wurde vor (R;) und nach einer Infusion von Vehi-
kel oder verschiedenen Konzentrationen von MIBG in die Aortenkaniile (Ry)
ermittelt. Der Noradrenalin-Overflow als Antwort auf die 1. Reizung betrug
175 + 11 pmol/g Herzgewicht (n = 63). In der Vehikel-Gruppe wurde ein Ver-
haltnis Ro/R; fiir den Noradrenalin-Overflow von 0, 75+0,03 (n = 13) gefunden.
Dieses Verhéltnis wurde ebenfalls fiir die Herzen bestimmt, die fiir 10 min mit
MIBG Konzentrationen von 0,3, 1, 3, 10 oder 30 pM infundiert wurden; da-
bei wurde ein Abfall des Quotienten mit steigenden Konzentrationen von MIBG
beobachtet (Abb. 3.7). Diesen Daten wurden mit Hilfe der Hill-Gleichung ange-
pafit. Dabei ergaben sich folgende Parameter (n = 43): E,,,, = 61,4 + 2,8 %,
EC5 =4,3+0,6 pM und nyg = —0,93 £+ 0, 085.

Bei diesen Versuchen wurde ebenfalls der spontane Noradrenalin-Overflow be-
stimmt, d.h. der Overflow direkt vor den Reizungen. Fiir die Auswertung wurde
die MIBG-bedingte Anderung des spontanen Noradrenalin-Overflows bestimmt,
in dem jeweils der Wert vor der zweiten Reizung vom Wert vor der ersten Reizung
abgezogen wurde. Dabei wurde ebenfalls ein konzentrationsabhéingiger Effekt be-
obachtet (Abb. 3.8), der nach Anpassung der Daten an die Hill-Gleichung folgende
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Abb. 3.6: Beispiel fiir den kardiodepressiven Effekt von MIBG
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In dem gezeigten representativen Beispiel fiir den transienten kardiodepressiven Effekt
von MIBG am isoliert perfundierten, spontan schlagenden Kaninchenherz wurde zu
einem definierten Zeitpunkt (Pfeil) 10 pmol MIBG als Bolus in die Aortenkaniile inji-
ziert und wéhrend des gesamten Versuches kontinuierlich der linksventrikuldre Druck
(LVP), die linksventrikuldre Druckamplitude (LVPP) und die Herzfrequenz (HR) auf-

gezeichnet. Die Durchfiihrung des Versuches ist im Abschnitt 2.4 genauer beschrieben.
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Tab. 3.5: Dosisabhéngige kardiodepressive Effekte von MIBG im isolierten perfundierten, spontan schlagenden Kaninchen-

herzen
MIBG Herzfrequenz linksventikuldre Druckamplitude
Dosis Vorwert Abfall Zeit bis Zeit bis Vorwert  Abfall Zeit bis Zeit bis
Minimum® Ausgang? Minimum®  Ausgang®
pmol | Schlige/min % S s mmHg % S s
0,3 162+ 14 ==y 2,7+0,7 7T+2 76+ 6 ==y 4,7+1,1 11+£3
1 166+ 15 6+1 3,5+0,9 11+4 76 +7 15+3 57+0,7 14+1
3 1724+ 15 9+2 7,7+1,2 308 737 3244 4,940,4 39+14
10 185+ 14« 19+4 18,6 £3,5%% 11513« % 69+7 64 £ 3 5,8£0,7 95 £ 28x%x

Gezeigt sind Mittelwerte = SEM aus 7 Beobachtungen. In die Aortenkaniile des perfundierten Kaninchenherzens wurden vier 100 nl Boli, die 0,3
bis 10 pmol MIBG enthielten, nacheinander in Intervallen zwischen 20 und 35 min injiziert. Herzfrequenz und linksventrikulére Druckamplitude
(LVPP) wurden vor (Vorwert) und nach jeder MIBG-Dosis aufgezeichnet.

sx zeigt P < 0,01 fiir den globalen Unterschied und einen linearen Trend zwischen den vier Dosis-Gruppen, der einen dosisabhéngigen Effekt

von MIBG auf die Herzfrequenz und die LVPP nahelegt (Varianzanalyse fiir multiple Vergleiche).

a) Zeit bis zum Erreichen der maximalen Wirkung

b) Zeit bis zum Wiedererreichen des Vorwertes



Tab. 3.6: Einflufl von Desipramin auf die kardiodepressiven Effekte von MIBG im isolierten perfundierten, spontan schla-

genden Kaninchenherzen

MIBG DMI n Herzfrequenz linksventikuldre Druckamplitude
Dosis Vorwert Abfall Zeit bis Zeit bis Vorwert  Abfall Zeit bis Zeit bis
Minimum® Ausgang? Minimum®  Ausgang?
pmol  pM Schlidge/min % s s mmHg % s s
0 0 6 157+7 642 9,24+1,9 33+8 75+5 1443 3,7+0,2 13+1
10 0 9 173+11  11+1x 12,3+2,8 58+ 15 68+4 80+2xx 5,4+0,4 152 4+ 43«
10 2 5 168+12 214+ 1## 21,6+2,4% 242 + 33## 41 £ 7## 60+ 27# 10,0+£1,9%# 115+38

Gezeigt sind Mittelwerte = SEM aus n Beobachtungen. In die Aortenkaniile des perfundierten Kaninchenherzens wurde entweder 10 pmol
Natriumacetat (MIBG-Dosis 0, Vehikel) oder 10 pmol MIBG in Gegenwart oder in Abwesenheit von Desipramin (DMI) injiziert. Herzfrequenz
und linksventrikulidre Druckamplitude wurden vor (Vorwert) und nach der Bolus-Injektion von Vehikel oder MIBG aufgezeichnet. In einigen
Versuchen wurde Desipramin der Perfusionslésung mit einer Endkonzentration von 2 nM zugesetzt.

* zeigt P < 0,05 und *x P < 0,01 fiir den Vergleich zwischen Vehikel und MIBG ohne DMI-Zusatz im Perfusionsmedium.

# zeigt P < 0,05 und ## P < 0,01 fiir den Vergleich zwischen MIBG ohne und MIBG mit DMI-Zusatz im Perfusionsmedium (ANOVA gefolgt

vom Bonferroni-Test fiir multiple Vergleiche).

a) Zeit bis zum Erreichen der maximalen Wirkung

b) Zeit bis zum Wiedererreichen des Vorwertes
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Abb. 3.7: Elektrisch-induzierter Noradrenalin-Overflow
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Zur Bestimmung des elektrisch-induzierten Noradrenalin-Overflows wurde das vom
Herzen abtropfende vendse Perfusat fiir 3 min aufgefangen und das Herz anschlie-
Bend fiir 1 min gereizt (R1). Beginnend mit der Reizung wurde ebenfalls fiir 3 min
das abtropfende Perfusat gesammelt. Danach wurde das Herz durch Infusion in die
Aortenkaniile fiir 10 min mit 0,3, 1, 3, 10 oder 30 pM MIBG oder Vehikel versorgt.
Es schlof} sich eine Auswaschperiode von 15 min Dauer an, an deren Ende das veno-
se Perfusat wieder fiir 3 min aufgefangen wurde. Mit Beginn der 2. Reizung (Dauer
1 min) wurde das Perfusat erneut fiir 3 min aufgefangen (Rz). Das reizfreie Intervall
zwischen R; und Re betrug 27 min. Die in den Proben R; und Ry enthaltene Kon-
zentration an Noradrenalin abziiglich der Basalwerte vor der Reizung wurde mittels
HPLC bestimmt (vgl. Abb. 2.8). Gezeigt werden Mittelwerte £ 95 % Vertrauens-
bereich aus 7 Versuchen. Die Daten wurden an die Hill-Gleichung angepafit und es
ergaben sich folgende Parameter: E,,q, = 61,4+ 2,8 %, EC59 = 4,3 + 0,6 pM und
ng = —0,93 £ 0,085.
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Parameter lieferte (n = 43): Epue = 4,9+ 1,5 pmol-g™!, EC5o = 5,4+ 5,1 pM
und ng = 0,80 £ 0, 30.

Um die Zeitabhéngigkeit der Freisetzung-hemmenden Wirkung von MIBG zu zei-
gen, wurden die Kaninchenherzen zwischen R; und Ry jeweils 5, 10 oder 20 min
lang mit 10 pyM MIBG perfundiert. Als Kontrolle dienten eine 5, 10 oder 20-
miniitige Perfusion mit Vehikel oder eine 20-miniitige Perfusion mit 10 pM Tyr-
amin (Abb. 3.9). Dabei trat nur bei den Perfusionen mit MIBG eine zeitabhéngige
Abnahme des Quotienten Ry/R; auf (P < 0,01 fiir einen zeitabhéngigen Effekt).

Die Versuchsserie mit den verschiedenen Konzentrationen von MIBG (Abb. 3.7)
wurde ebenfalls verwendet, um die Konzentrationsabhéngigkeit der indirekt sym-
pathomimetischen Wirkung von MIBG anhand der Anderung der Herzfrequenz
des spontan schlagenden Herzens zu bestimmen. Dabei wurde die Zunahme
der Herzfrequenz, die jeweils am Ende der 10-min Infusion mit den verschie-
denen MIBG Konzentrationen gemessen wurde, beriicksichtigt. Die an die Hill-
Gleichung angepafiten Daten sind in der Abb. 3.10 dargestellt. Folgende Para-
meter beschreiben den Graphen (n = 43): E,.. = 58,2 + 7,7 Schldge/min,
ECsy=2,5+1,0 pM und nyg = —1,2 £0,43.

3.2.4 EinfluB von MIBG auf die Aktivitat der neuronalen
MAO-A

Am spontan schlagenden Kaninchenherz wurde die Abgabe von DOPEG (dem
wichtigsten priméren Noradrenalin-Metaboliten prasynaptischen Ursprungs) ins
Perfusat als Mafl fiir die Aktivitdt der neuronalen MAO-A verwendet. In der
Kontrollgruppe kam es innerhalb des Beobachtungszeitraums von 45 min zu kei-
ner Anderung der Herzfrequenz und des DOPEG /Noradrenalin-Quotienten. Im
Gegensatz dazu fiel in der Kontrollgruppe sowohl der spontane Noradrenalin-
Overflow auf 39% als auch der spontane DOPEG-Overflow auf 53% des Aus-
gangswertes ab (Abb. 3.11).

MIBG erhohte erst ab einer Konzentration von 1 pM die Herzfrequenz um 14 %

iiber die Kontrolle an. Die Noradrenalin-Freisetzung wurde bei einer Konzentra-
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Abb. 3.8: spontaner Noradrenalin-Overflow
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Zur Bestimmung des spontanen Noradrenalin-Overflows wurde das vom Herzen ab-
tropfende venése Perfusat fiir 3 min aufgefangen (V1) und das Herz anschlieBend
fiir 1 min gereizt. Beginnend mit der Reizung wurde ebenfalls fiir 3 min das ab-
tropfende Perfusat gesammelt. Danach wurde das Herz durch Infusion in die Aor-
tenkaniile fiir 10 min mit 0,3, 1, 3, 10 und 30 pM MIBG oder Vehikel versorgt. Es
schlof} sich eine Auswaschperiode von 15 min an, an deren Ende wieder das veno-
se Perfusat fiir 3 min aufgefangen wurde (Vg). Mit Beginn der 2. Reizung (Dau-
er 1 min) wurde das Perfusat erneut fiir 3 min aufgefangen. Die in den Proben
V1 und V5 enthaltenen Konzentrationen an Noradrenalin wurden mittels HPLC be-
stimmt (vgl. Abb. 2.8). Gezeigt sind Mittelwerte = SEM aus 7 Versuchen. Die Da-
ten wurden an die Hill-Gleichung angepafit und es ergaben sich folgende Parameter:
Eras =4,9+1,5 pmol - g7, EC50 = 5,4 pM und ny = 0, 80.
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Abb. 3.9: Zeitabhéngigkeit der MIBG Wirkung auf den -elektrisch-

induzierten Noradrenalin-Overflows.
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Zur Bestimmung der Zeitabhingigkeit der MIBG Wirkung auf den elektrisch-
induzierten Noradrenalin-Overflow wurde das vom Herzen abtropfende ventse Per-
fusat fiir 3 min aufgefangen und das Herz anschlieffend fiir 1 min gereizt. Beginnend
mit der Reizung wurde das abtropfende Perfusat ebenfalls fiir 3 min gesammelt (Rq).
Danach wurde das Herz durch Infusion in die Aortenkaniile fiir 5, 10 oder 20 min mit
10 M MIBG, Vehikel oder fiir 20 min mit 10 pM Tyramin versorgt. Es schlof} sich eine
Auswaschperiode an, an deren Ende wieder das venose Perfusat fiir 3 min aufgefan-
gen wurde. Mit Beginn der 2. Reizung von 1 min Dauer (28 min nach der 1. Reizung)
wurde das Perfusat erneut fiir 3 min aufgefangen (Rz). Die in den Proben R; und
R; enthaltene Konzentration an Noradrenalin (NA) abziiglich der Basalwerte vor der
Reizung wurde mittels HPLC bestimmt (vgl. Abb. 2.8). Gezeigt werden Mittelwerte
+ 95 % Vertrauensbereich aus 6 Versuchen (MIBG und Tyramin) bzw. 13 Versuchen
(Vehikel). Der Noradrenalin-Overflow bei der 1. Reizung (R;) betrug 175+11 pmol/g
(n = 63). xx zeigt P < 0,01 fiir einen Unterschied zum Vehikel (Varianzanalyse mit

nachfolgendem Bonferroni Test fiir multiple Vergleiche).
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Abb. 3.10: Zunahme der Herzfrequenz
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Zur Bestimmung des MIBG-induzierten Herzfrequenzanstiegs im perfundierten Ka-
ninchenherzen wurde die Herzfrequenz (HR) vor und am Ende der 10-min Infusion
mit 0,3, 1, 3, 10 und 30 pM MIBG gemessen. Es handelt sich um die gleichen Ver-
suche die in Abb. 3.7 besprochen sind. Gezeigt werden die Mittelwerte £ SEM aus
7 Versuchen. Die Hill-Gleichung wurde an die Daten angepaflt, und es ergaben sich
folgende Parameter: E,,.. = 58,2 £ 7,7 Schlige/min, ECsy = 2,5+ 1,0 pM und
ng = 1,2 4+ 0,43. Die mittlere Herzfrequenz vor der 1. Reizung betrug 156+2 Schla-

ge/min.
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tion von 0,01 pM MIBG nicht veréndert, aber bei einer Konzentration von 0,1 M
MIBG um 530 % und einer Konzentration von 1 pM MIBG um 2611 % iiber die
Werte der Kontrollen erhéht (Abb. 3.11 A und B).

Im Gegensatz dazu senkten 0,01, 0,1 und 1 ptM MIBG die DOPEG-Abgabe ins
Perfusat um jeweils 17, 42 und 43 % und den Quotienten DOPEG /Noradrenalin
um jeweils 36, 87 und 97 % unter die Kontroll-Werte. Als Ma$ fiir die Hemmung
der MAO-A wurde der Quotient DOPEG /Noradrenalin verwendet, da MIBG
Noradrenalin aus den Speichervesikeln mobilisiert und es somit zu einem star-
ken Anstieg des Substrates Noradrenalin kam. Aus dem konzentrationsabhénigen
Abfall des DOPEG /Noradrenalin Quotienten, der durch MIBG ausgelost wurde,
konnte eine ICjyq fiir die Hemmung der MAO-A von 17 nM (95% Vertrauens-
grenzen; 9 und 35 nM; n = 10) berechnet werden. Diese Berechnung basiert auf
der linearen Interpolation der Konzentrationswirkungsbeziehung fiir die beiden
MIBG Konzentrationen 0,01 und 0,1 pM (nach log-Transformation dieser Kon-

zentrationen).

3.3 Versuche am narkotisierten Kaninchen

3.3.1 Vergleich der Wirkung von 10 pmol/kg MIBG und

Tyramin

Zur Bestimmung der sympathomimetischen Wirkungen von MIBG und Tyramin
in vivo, wurden narkotisierten Kaninchen fiir 1 min 10 pmol/kg MIBG, Tyramin
oder Vehikel (Natriumacetat) infundiert und die Herzfrequenz und der mittlere
arterielle Blutdruck (MAP) koninuierlich aufgezeichnet. Die Mittelwertskurven
aus 5 Versuchen sind in Abb. 3.12 dargestellt. Die Infusion von Vehikel hatte
keinen Einflul auf die aufgezeichneten Parameter, wohingegen MIBG und Tyr-
amin ein Abfall der Herzfrequenz und ein Anstieg des mittleren arteriellen Blut-
drucks verursachten. Quantitativ unterschied sich die Wirkung von MIBG von
der von Tyramin durch einen geringer ausgeprégten, dafiir aber linger anhalten-

den Einflufl auf die Herzfrequenz und auf den mittleren arteriellen Blutdruck.
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Abb. 3.11: Effekte von MIBG auf die Herzfrequenz und den spontanen
Overflow von Noradrenalin (NA) und DOPEG im spontan

schlagenden, isoliert-perfundierten Kaninchenherzen
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Um festzustellen, in welchem Ausmafl MIBG die MAO-A-Aktivitidt im Axoplasma
noradrenerger Neurone hemmt, wurden die perfundierten Herzen von 0 bis 45 min
entweder mit 0,9 %iger NaCl-Losung (Kontrolle) oder mit steigenden Konzentrationen
von 0,01 (0-15 min), 0,1 (15-30 min) und 1 pM (30-45 min) MIBG aufeinanderfolgend
in Intervallen von je 15 min perfundiert. Die Herzfrequenz wurde kontinuierlich gemes-
sen. Zu Beginn wurde vor Gabe von MIBG bzw. 0,9 %ige NaCl-Losung das Perfusat
fiir 1 min aufgefangen und die Ausgangswerte fiir den ,,Overflow* von Noradrenalin
und Dihydroxyphenylglykol (DOPEG), dem wichtigsten priasynaptischen Metaboliten
von Noradrenalin, bestimmt. Dies wurde zum Ende jedes 15 min Versuchsintervalls
wiederholt. Der Ausgangswert fiir die Herzfrequenz betrug 15145 Schlige/min und die
Ausgangswerte fiir den Noradrenalin-Overflow, DOPEG-Overflow und den Quotien-
ten DOPEG /NA betrugen 0,39 £ 0,12 pmol-g~*min~?, 6,83 40, 44 pmol-g~*-min~—!
und 42 + 7 (n = 20). Gezeigt werden die Mittelwerte = SEM aus 10 Versuchen.
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Der maximale Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks nach Tyramin betrug
71 mmHg, und die blutdrucksteigernde Wirkung von Tyramin hielt ca. 4 min an.
Der Blutdruck fiel nach der Infusion auf ein tieferes Niveau im Vergleich zum
Ausgangswert ab und blieb dann bis zum Ende des Versuches stabil. Fiir MIBG
ergab sich im Gegensatz dazu nur ein maximaler Anstieg des mittleren arteriel-
len Blutdrucks von 23 mmHg. Die Wirkung von MIBG auf den Blutdruck hielt
jedoch lénger als 30 min an (Abb. 3.12).

Die Herzfrequenz wurde durch die Infusion von MIBG deutlich abgesenkt (ca.
50 Schldge/min). Diese Wirkung hielt langer als die beobachteten 30 min an. Bei
Tyramin konnte nur ein kurzdauernder Herzfrequenz-Abfall beobachtet werden

(Abb. 3.12), ansonsten hatte aber Tyramin keinen Einfluf auf die Herzfrequenz.

In weiteren Versuchen (n = 7) wurde den Tieren zu festgelegten Zeitpunkten Blut
entnommen und die Plasmaspiegel von Noradrenalin und Dopamin bestimmt.
Die Daten wurden als prozentuale Verdnderung vom jeweiligen Ausgangswert
dargestellt, wobei sich letzterer fiir MIBG und Tyramin nicht signifikant unter-
schied (Abb. 3.13). Der Ausgangswert fiir die Noradrenalin-Plasmaspiegel be-
trug bei den MIBG-Versuchen 2,204-0,56 nM und bei den Tyramin-Versuchen
1,89+0,33 nM. Fiir die Dopamin-Plasmaspiegel ergab sich fiir die MIBG-Versuche
ein Ausgangswert von 1,5240,53 nM und fiir die Tyramin-Versuche einer von
1,2740,54 nM. Nur bei den Versuchen mit Tyramin kam es zu einem starken An-
stieg der Noradrenalin- (444+65 %) und der Dopamin-Plasmaspiegel (269+64 %),
der aber nur kurze Zeit anhielt. Bei den Versuchen mit MIBG konnte kein signi-
fikanter Anstieg der Plasmaspiegel von Noradrenalin und Dopamin beobachtet

werden.

3.3.2 Vergleich der Wirkungen von 10 und 50 ymol/kg MIBG
und 50 pmol/kg Tyramin

Im narkotisierten Kaninchen riefen sowohl MIBG (Infusion von 50 pmol/kg in
10 min) als auch Tyramin (Infusion von 50 pmol/kg in 10 min) im Vergleich

zu Vehikel (Infusion von 50 pmol/kg Natriumacetat in 10 min) eine Steige-
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Abb. 3.12: Einflu} einer 1-min Infusion von 10 pmol/kg MIBG, Tyramin

oder Vehikel auf den Kreislauf narkotisierter Kaninchen
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Narkotisierte Kaninchen wurden vom Zeitpunkt 0 bis 1 min mit Vehikel, 10 pmol/kg
MIBG oder 10 pmol/kg Tyramin infundiert und der mittlere arterielle Blutdruck
(MAP) und die Herzfrequenz (HR) wurden wihrend und nach der Infusion kontinu-

ierlich aufgezeichnet. Gezeigt sind Mittelwertskurven aus jeweils 5 Versuchen.
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Abb. 3.13: Noradrenalin- und Dopamin-Plasmaspiegel nach Ga-
be von 10 pmol/kg MIBG oder Tyramin

1 000< Infusion

*
*

* %

3001

NA im Plasma
(% vom Ausgangswert)

100+

10 20 30

o
[y
N H

1000+

N Zté
1001 5}<§j

T T T

0 1 2 10 20
min
--MIBG 10 -4 Tyramin 10

DA im Plasma
(% vom Ausgangswert)

Narkotisierte Kaninchen wurden vom Zeitpunkt 0 bis 1 min mit 10 pmol/kg
MIBG oder 10 pmol/kg Tyramin infundiert (gekennzeichnet durch den grau
unterlegten Bereich) und die Plasmaspiegel fiir Noradrenalin (NA) und Do-
pamin (DA) wurden vor und nach der Infusion zu den angegebenen Zeit-
punkten bestimmt. Gezeigt werden die prozentualen Verdnderungen bezo-
gen auf die jeweiligen Ausgangswerte mit 95% Vertrauensgrenzen aus je
7 Versuchen. Der Ausgangswert fiir die Noradrenalin-Plasmaspiegel betrug
bei den MIBG-Versuchen 2,2040,56 nM und bei den Tyramin-Versuchen
1,89+0,33 nM. Fiir die Dopamin-Plasmaspiegel ergab sich fiir die MIBG-
Versuche ein Ausgangswert von 1,524+0,53 nM und bei den Versuchen mit
Tyramin ein Ausgangswert von 1,274+0,54 nM.

xx zeigt P < 0,01 fiir einen Unterschied zum Ausgangswert
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rung des Blutdrucks hervor. Die Daten wurden als prozentuale Verdnderung vom
jeweiligen Ausgangswert dargestellt (Abb. 3.14), wobei sich der Ausgangswert
der vier beobachteten Gruppen nicht unterschied. Fiir den mittleren arteriel-
len Blutdruck betrug der Ausgangswert 72+1 mmHg (n = 32), fiir die Herzfre-
quenz 28445 Schlidge/min (n = 32) und fiir den totalen peripheren Widerstand
0,208+0,006 mmHg-min/ml (n = 31). Der Maximalanstieg des Blutdrucks war
nach 50 pmol/kg MIBG (23+6 mmHg; n = 7) wesentlich schwécher ausgepragt
als nach 50 pmol/kg Tyramin (71+8 mmHg; n = 6). Im Gegensatz dazu hielt
die Wirkung nach 50 pmol/kg MIBG (mindestens 20 min) ldnger an als dieje-
nige nach Tyramin (ca. 4 min). Nach Infusionsende viel der mittlere arterielle
Blutdruck bei der Tyramin-Gruppe bis zum Versuchsende unter die Werte der
Vehikel-Gruppe ab. Die Verabreichung von 10 pmol MIBG verursachte im Ver-
gleich zu den Vehikel-Versuchen keine Veranderung des Blutdrucks (Abb. 3.14).

Die Herzfrequenz wurde durch 50 pmol/kg MIBG deutlich gegeniiber Vehikel
abgesenkt (50 Schldge/min). Diese negativ chronotrope Wirkung hielt mehr als
25 min an (Abb. 3.14). Die anderen Gruppen zeigten kaum eine Einfluf§ auf die

Herzfrequenz.

Der totale periphere Widerstand, berechnet aus dem Verhéltnis mittlerer arteriel-
ler Blutdruck zum Herzminutenvolumen, wurde durch 50 pmol MIBG (bei 10 min
166+10 %; n = 6) und 50 pM Tyramin (bei 10 min 220+10 %; n = 6) deutlich
erhoht. Nach Beendigung der Infusion wurde nur noch bei 50 pmol MIBG ein
Anstieg fiir den totalen peripheren Widerstand beobachtet. Fiir 10 pmol MIBG

zeigte sich wiederum kein Unterschied zu den Vehikel-Versuchen.

In den Versuchen von Abb. 3.14 wurde ebenfalls zu definierten Zeitpunkten Blut
abgenommen und die Plasmaspiegel fiir Noradrenalin und DOPEG bestimmt. Im
Falle des Plasma-Noradrenalins kam es durch die 10-min Infusion von 50 pmol/kg
MIBG bzw. Tyramin im Vergleich zu Vehikel zu einem Anstieg der Plasmaspiegel,
der nach Tyramin zum Zeitpunkt 20 min beendet war, nach MIBG jedoch lénger
als 40 min anhielt (Abb. 3.15). Bei der Infusion von 10 pmol/kg MIBG konn-
te kein Anstieg des Noradrenalin-Plasmaspiegels gegeniiber der Vehikel-Gruppe
beobachtet werden. Die Daten in Abb. 3.15 zeigen jeweils die prozentualen Ver-

anderungen vom Ausgangswert, der bei 32 Versuchen fiir den Plasmaspiegel fiir
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Abb. 3.14: Kardiovaskuldre Effekte von MIBG und Tyramin.
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Narkotisierte Kaninchen wurden vom Zeitpunkt 0 bis 10 min mit Vehikel,
10 pmol/kg MIBG, 50 pmol/kg MIBG oder 50 pmol/kg Tyramin infundiert
(gekennzeichnet durch den grau unterlegten Bereich) und die Kreislaufpara-
meter Herzfrequenz (HR), mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) und totaler
peripherer Widerstand (TPR) wurden wéhrend und nach der Infusion auf-
gezeichnet. Gezeigt sind die prozentualen Veridnderungen bezogen auf die
Ausgangswerte + SEM (n = 6 — 11 pro Gruppe). Die Ausgangswerte be-
trugen fiir HR, 28145 Schliige-min=! (n = 32), MAP 7241 mmHg (n = 32)
und TPR 0,208+0,006 mmHg-min/ml (n = 31).

* zeigt P < 0,05 fiir einen Unterschied zum Vehikel (Varianzanylse mit nach-

folgendem Bonferroni-Test auf multiple Vergleiche)
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Noradrenalin 2,8140,20 nM betrug.

Fiir den desaminierten Noradrenalin-Metaboliten DOPEG zeigte sich ein an-
deres Bild. Die Daten wurden wiederum jeweils als prozentuale Verdnderun-
gen vom Ausgangswert dargestellt (Abb. 3.15). Dieser betrug 5,10+0,19 nM
(n = 32). Durch die 10-min Infusion von 50 pmol/kg Tyramin kam es wih-
rend des gesamten Beobachtungszeitraums zu einem signifikanten Anstieg der
DOPEG-Plasmaspiegel im Vergleich zur Vehikel-Gruppe. Der maximale Anstieg
wurde am Infusionsende (Zeitpunkt 10 min) beobachtet (406+23 %; n = 6).
Bei Infusion von MIBG dagegen wurde ein Abfall der DOPEG-Plasmaspiegel
beobachtet, der fiir die Infusion von 50 pmol/kg stirker ausgepriagt war als fiir
die Infusion von 10 pmol/kg MIBG. Der DOPEG-Plasmaspiegel sank wéhrend
des Beobachtungszeitraums nach 10 pmol/kg MIBG bis auf 464+9 % und fiir die
50 pmol/kg MIBG bis auf 35+8 % des Ausgangswertes ab (Abb. 3.15).

3.3.3 Wirkung von Methylatropin auf die kardiovaskuladren
Effekte von 50 1mol/10 min MIBG oder Tyramin

Diese Versuche sollten dazu dienen zu eruieren, in welchem Ausmafl der Abfall der
Herzfrequenz nach Gabe von MIBG und die fehlende Verdnderung der Herzfre-
quenz nach Tyramin (Abb. 3.14) durch die Aktivierung des Barorezeptor-Reflexes
bedingt waren. Die Frage war auch, ob die Abnahme der Herzfrequenz nach MIBG
durch die in vitro beobachtete kardiodepressive Wirkung von MIBG zustande
kam (Abschnitt 3.2.2). Dazu wurden jeweils zwei Tiere mit 50 pmol/kg MIBG
bzw. Tyramin infundiert und deren Kreislaufparameter zu bestimmten Zeitpunk-
ten ermittelt. Zur Unterbrechung des Barorezeptor-Reflexes erhielten die Tiere
nach einem Bolus von 1 mg/kg wihrend des gesamten Versuches 2 mg-kg=*-h~!

Methylatropin iiber eine Infusion.

In Abb. 3.16 sind die Ergebnisse eines reprisentativen Versuchs dargestellt. Fiir
den mittleren arteriellen Blutdruck in der MIBG-Gruppe ergab sich im Vergleich
zu den Tieren ohne Methylatropin-Behandlung (46+6 %; n = 7) ein stérker
ausgeprigter Maximal-Anstieg (72 %; n = 2). In der Tyramin-Gruppe kam es
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Abb. 3.15: Noradrenalin- und DOPEG-Plasmaspiegel wihrend und nach
Gabe von MIBG oder Tyramin.
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Narkotisierte Kaninchen wurden vom Zeitpunkt 0 bis 10 min mit Vehikel, 10 pmol/kg
MIBG, 50 pmol/kg MIBG oder 50 pmol/kg Tyramin infundiert (gekennzeichnet durch
den grau unterlegten Bereich) und die Plasmaspiegel fiir Noradrenalin (NA) und DO-
PEG wurden wihrend und nach der Infusion bestimmt. Gezeigt sind geometrische
Mittelwerte = SEM (n = 6 — 11 pro Gruppe) der prozentualen Verinderungen vom
Ausgangswert fiir Noradrenalin (2,81+0,20 nM; n = 32) und DOPEG (5,104+0,19 nM;
n = 32).

* zeigt P < 0,05 fiir einen Unterschied zum Vehikel (Varianzanylse mit nachfolgendem

Bonferroni-Test auf multiple Vergleiche)
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zu einem maximalen Blutdruckanstieg um 118 % (n = 2). Dieser Anstieg war
dhnlich stark ausgeprigt wie in den Versuchen ohne Methylatropin (102+12 %;
n=06).

Betrachtet man aber das Ergebnis fiir die Herzfrequenz (Abb. 3.16), ergab sich
ein anderes Bild. Sowohl durch MIBG als auch durch Tyramin kam es bei den
jeweils zwei Versuchen zu einem Anstieg der Herzfrequenz um im Mittel 10 %
(MIBG) bzw. 40 % (Tyramin). Im Vergleich dazu kam es in den Versuchen oh-
ne Methylatropin zu einem Abfall der Herzfrequenz, und zwar nach MIBG um
maximal 3244 % (n = 7) und fiir Tyramin um maximal 2846 % (n = 6).
Ein statistischer Vergleich wurde wegen der geringen Anzahl der Versuche in der

Methylatropin-Gruppe nicht durchgefiihrt.

3.4 Versuche in Homogenaten von Rattenorganen

3.4.1 Hemmung von Monoaminoxidase-A

Rattenherz-Homogenat wurde verwendet, um die Substanz MIBG hinsichtlich
der Hemmung des Enzyms MAO-A zu untersuchen. In den Versuchen wurde
die absolute Enzymaktivitéit {iber den Abbau (bzw. das Verschwinden) von *H-
Noradrenalin (Endkonzentration 150 nM) im Inkubationsansatz und iiber die
Bildung des Metaboliten *H-DOPEG bestimmt. Die Inkubationen wurden in Ge-
genwart von 1 pM Selegelin durchgefiihrt, um einen MAO-A-spezifischen Abbau
von 3H-Noradrenalin zu gewéhrleisten. Fiir die Umsatzrate ergab sich ein Wert
von 34564336 pmol-g Protein~!-min~! fiir den Abbau von *H-Noradrenalin und
22434222 pmol-g Protein~!-min~! fiir die Bildung des Metaboliten *H-DOPEG
(jeweils n = 6). Durch Zusatz von steigenden Konzentrationen von MIBG kam es
zu einem Anstieg von 3H-Noradrenalin und zu einer Abnahme der Bildung von
SH-DOPEG. Als Ma8 fiir eine 100 %ige Hemmung des Enzyms wurde der Effekt
von 50 pM Clorgylin (ein selektiver MAO-A Hemmer) verwendet. Diese Daten
wurden jeweils in eine prozentuale Hemmung des Enzyms MAO-A umgerechnet
und mit Hilfe der Hill-Gleichung angepafit (Abb. 3.17). Folgende Parameter, die
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Abb. 3.16: Kardiovaskuldren Effekte von 50 pmol/kg MIBG oder Tyr-

amin in mit Methylatropin behandelten Tieren
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Mit 2 mg-kg~!-h~! Methylatropin behandelte und narkotisierte Kaninchen wurden
vom Zeitpunkt 0 bis 10 min mit 50 pmol/kg MIBG oder 50 pmol/kg Tyramin in-
fundiert (gekennzeichnet durch den grau unterlegten Bereich) und die Kreislaufpara-
meter Herzfrequenz (HR)und mittlerer arterielle Blutdruck (MAP) wurden wéhrend
und nach der Infusion aufgezeichnet. Gezeigt sind die prozentualen Verdnderungen
bezogen auf den Ausgangswert fiir die Herzfrequenz (232 Schlige-min~!) und den

mittleren arteriellen Blutdruck (69 mmHg) von einem reprisentativen Versuch.
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Abb. 3.17: Hemmung der MAO-A durch MIBG
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Im Homogenat von Rattenherzen wurde die MAO-A Aktivitéit mit 3H-Noradrenalin
als Substrat (150 nM) und in Gegenwart von 1 pM Selegilin (ein selektiver MAO-B
Hemmer) bestimmt. Als Maf fiir die Enzymaktivitidt diente das Verschwinden von
3H-Noradrenalin aus dem Inkubationsansatz und die Bildung des desaminierten Me-
taboliten 3H-DOPEG. Die Blockade des Verschwindens von *H-Noradrenalins und der
Bildung von 3H-DOPEG, die durch 50 pM Clorgylin (ein selektiver MAO-A Hemmer)
erreichbar war, wurde als 100 % Enzymaktivitit definiert. Steigende Konzentrationen
von MIBG fiithrten zu einer zunehmenden Hemmung der Enzymaktivitit. Gezeigt sind
Mittelwerte £ SEM (n = 6). Fiir die Wirkstéirke von MIBG ergab sich ein K;-Wert
von 17 (3H-Noradrenalinabbau) und 18 (*H-DOPEH-Bildung) pM.

iiber die Hemmung des 3H-Noradrenalin-Abbaus bestimmt wurden, beschreiben
den Graph der Konzentration-Wirkung-Beziehung (n = 6): E, .0 101£2,2 %, ngy
1,0040,054, ICsy 1741,3 pM. Fiir die Auswertung iiber die Hemmung der 3H-
DOPEG-Bildung wurden folgende Parameter erhalten (n = 6): E,,0, 99+1,4 %,
ng 1,0240,035, IC59 18+0,8 nM. Die Parameter der beiden Auswertungen unter-

schieden sich nicht signifikant voneinander.
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3.4.2 Hemmung von Monoaminoxidase-B

Um festzustellen, ob MIBG auch die MAO-B hemmt, wurde ein dhnliches Ver-
suchsschema wie fiir die Bestimmung der MAO-A verwendet. Als Enzymquelle
wurde diesmal Homogenat aus Rattenleber verwendet, dem als Substrat Dopa-
min in einer Endkonzentration von 300 nM zugesetzt wurde. Der Abbau (bzw.
das Verschwinden) von Dopamin und die Bildung des desaminierten Metaboliten
DOPAC wurde benutzt, um die Enzymaktivitdt zu bestimmen. Die Inkubatio-
nen wurden in Gegenwart von 1 pM Clorgylin durchgefiihrt, um einen MAO-
B-spezifischen Abbau von Dopamin zu gewéhrleisten. Fiir die Umsatzrate ergab

Lmin™! fiir den Abbau von Dopamin

sich ein Wert von 916424 pmol-g Protein™
und 319414 pmol-g Protein™!-min~"! fiir die Bildung von DOPAC (jeweils n = 6).
Durch Zusatz von steigenden Konzentrationen von MIBG kam es zu einem An-
stieg von Dopamin und zu einem Abfall von DOPAC im Inkubationsmedium,
woraus jeweils die entsprechenden prozentualen Hemmungen berechnet wurden
(Abb. 3.18). Als Maf fiir eine 100 %ige Hemmung des Enzyms wurde die Wir-
kung von 1 mM Selegilin verwendet. Die Daten wurden mit der Hill-Gleichung
angepafit. Fiir die Hemmung des Dopamin-Abbaus wurden folgende Parameter
erhalten (n = 6): E, 0 108+0,9 %, ngy 0,75+0,013, IC5q 87+3,1 pM. Fiir die
Auswertung iiber die Hemmung der DOPAC-Bildung ergaben sich folgende Pa-
rameter (n = 6): E,qp 112+1,9 %, ng 0,76+0,024, IC5q 106+7,1 pM.

Der gleiche Versuchsplan mit Leberhomogenaten wurde nochmals verwendet, um
den EinfluBl der Substratkonzentration auf den ICso-Wert fiir MIBG zu untersu-
chen. Zwei verschiedene Dopamin-Konzentrationen (100 nM und 400 pM) wur-
den untersucht. Im Ansatz wurde dann jeweils die Enzymaktivitat bei steigenden
MIBG-Konzentrationen iiber die Hemmung der DOPAC-Bildung bestimmt. Diese
Daten wurden wiederum mit Hilfe der Hill-Gleichung ausgewertet (Abb. 3.19). Als
100 % Enzymaktivitdt wurde das Ausmafi der Hemmung der DOPAC-Bildung,
das durch 1 mM Selegilin (100 nM Dopamin) bzw. 10 mM Selegilin (400 pM
Dopamin) erreicht wurde, definiert. Fiir die Ausgangskonzentration von 100 nM
Dopamin wurden folgende Parameter ermittelt (n = 6): E,0p 115433 %, ngy
0,984+0,095, ICsy 3014+36,1 pM. Im Gegensatz dazu kam es bei der hoheren

Ausgangskonzentration von 400 ptM Dopamin zu einer nahezu parallelen, sta-
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Abb. 3.18: Hemmung der MAO-B durch MIBG
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Im Homogenat von Rattenherzen wurde die MAO-B Aktivitdt mit Dopamin als Sub-
strat (300 nM) und in Gegenwart von 1 pM Clorgylin (ein selektiver MAO-A Hemmer)
bestimmt. Als Ma8B fiir die Enzymaktivitéit diente das Verschwinden von Dopamin aus
dem Inkubationsanstz und die Bildung des desaminierten Metaboliten DOPAC. Die
Blockade des Verschwindens von Dopamin und der Bildung von DOPAC, die durch
1 mM Selegilin (ein selektiver MAO-B Hemmer) erreichbar war, wurde als 100 %
Enzymaktivitéit definiert. Steigende Konzentrationen von MIBG fiihrten zu einer zu-
nehmenden Hemmung der Enzymaktivitit. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM (n = 6).
Fiir die Wirkstiarke von MIBG ergab sich aus den Mittelwertskurven ein K;-Wert von
87 (Dopaminabbau) und 106 (DOPAC-Bildung) pM.
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Abb. 3.19: Kompetitive Hemmung der MAO-B durch MIBG
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Im Homogenat von Rattenherzen wurde die MAO-B Aktivitidt mit zwei Konzentratio-
nen von Dopamin (DA) als Substrat (100 nM und 400 pM) und in Gegenwart von 0,3
bzw. 1 uM Clorgylin (ein selektiver MAO-A Hemmer) bestimmt. Als Maf} fiir die En-
zymaktivitit diente die Bildung des desaminierten Metaboliten DOPAC. Die Blockade
der Bildung von DOPAC, die durch 1 bzw. 10 mM Selegelin (ein selektiver MAO-B
Hemmer) erreichbar war, wurde als 100 % Enzymaktivitit definiert. Steigende Kon-
zentrationen von MIBG fithren zu einer zunehmenden Hemmung der Enzymaktivitét.
Gezeigt sind Mittelwerte = SEM (n = 6). Fiir die Wirkstérke von MIBG ergab sich
aus den Mittelwertskurven ein K;-Wert von 301 pM fiir die Konzentration 100 nM
Dopamin und 812 pM fiir die Konzentration 400 pM Dopamin.

tistisch signifikanten Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung
fiir MIBG um den Faktor 2,3 (95 % Vertrauensbereich: 1,3-4,0; Abb. 3.19). Dabei
wurde die Hemmkurve bei den Versuchen mit einer Substratkonzentration von
400 pM Dopamin durch folgende Parameter beschrieben: E,,., 1194+7.3 %, ng
1,2540,117 und IC5q 812£182,5 uM (n = 6).






4 Diskussion

4.1 Sympathomimetische Effekte von MIBG und

Tyramin

Im ersten Teil der Versuchsreihe wurden die sympathomimetischen Effekte von
MIBG am isoliert perfundierten Kaninchenherz untersucht. Bei der Planung der
Experimente gingen wir von der Voraussetzung aus, dafl MIBG seine sympatho-
mimetische Wirkung hauptséchlich indirekt hervorruft. Die Tatsachen, dafl weder
in der Literatur eine Wirkung auf a- und -Rezeptoren gefunden wurde noch der
Strukturvergleich mit bekannten Substanzen, die auf a- und (-Rezeptoren wir-
ken, eine direkte Wirkung vermuten laft, waren die Grundlage dafiir, dafl MIBG
mit dem Prototyp eines indirekt-wirkenden Sympathomimetikums, Tyramin, ver-
glichen wurde. Die Ergebnisse zeigen, dafl MIBG Wirkungen vergleichbar mit
Tyramin hervorrief: der dosisabhéngige Anstieg der Herzfrequenz ging Hand in
Hand mit einem dosisabhéngigen Anstieg des Noradrenalin-Overflows, wobei bei-
de Effekte sehr empfindlich auf die Hemmung von Uptake; durch den selektiven

Blocker Desipramin reagierten.

Trotz dieser Ahnlichkeit unterschied sich MIBG von Tyramin hinsichtlich zweier
Punkte. Erstens war die Wirkdauer von MIBG ab einer Dosis von 1 pmol wesent-
lich langer als die von Tyramin. Dies 148t sich leicht durch die Tatsache erkldren,
daB MIBG im Gegensatz zu Tyramin nicht durch die Monoaminoxidase (MAO)
abgebaut wird und folglich ldnger im noradrenergen Neuron verweilt. Zweitens

war die Effektivitdt von MIBG beziiglich der Noradrenalin-freisetzenden Wirkung

93
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wesentlich schwécher ausgeprigt als die von Tyramin, wobei der maximale Effekt
von Tyramin circa dreimal hoher war als derjenige von MIBG. Dies war verwun-
derlich, da MIBG nicht durch die MAO abgebaut wird und beide Substanzen eine
vergleichbare Wirkstérke! (im Englischen , potency“) aufwiesen. Die relativ gerin-
ge Effektivitat von MIBG als indirektes Sympathomimetikum kénnte durch Ta-
chyphylaxie? erklirt werden, wenn dieses Phiinomen fiir die Wirkung von MIBG
starker ausgepriagt wére als fiir die Wirkung von Tyramin. Das Phdnomen der
Tachyphylaxie ist bei indirekten Sympathomimetika besonders bei hohen Dosen
zu beobachten, da Noradrenalin nicht so schnell nachsynthetisiert werden kann,
wie es bendtigt wird, und somit immer weniger Noradrenalin freigesetzt wird.
Unter den gewédhlten Versuchsbedingungen konnte aber keine Tachyphylaxie be-
obachtet werden, da sich der Maximaleffekt von MIBG oder Tyramin, der bei der
Einmalgabe von 10 pmol beobachtet wurde, nicht von dem unterschied, der bei
der hochsten Dosis von 10 pmol bei aufeinanderfolgender Gabe einer Dosisreihe

zur Ermittlung der Dosis-Wirkungsbeziehung auftrat (vgl. Abb. 3.3).

Die Ursache, warum MIBG eine wesentlich geringere Wirksamkeit zeigte als Tyr-
amin, kénnte auch im komplexen Wirkungsmechanismus indirekter Sympatho-
mimetika liegen. Alle diese Substanzen haben keinen direkten Einflul auf a- oder
(-Rezeptoren, sind aber gute Substrate fiir Uptake; und hemmen den vesikuléren
Monoamin-Transporter. Nach der Aufnahme ins Axoplasma iiber einen Kotrans-
port von Natium-Ionen hemmen sie die vesikuldre Wiederaufnahme von Norad-
renalin, das durch Herausdiffundieren aus den Speichervesikeln ins Axoplamsa ge-
langt. Dadurch kommt es zu einer Erhohung der Noradrenalin-Konzentration im
Axoplasma. Dieser Effekt wird noch dadurch gesteigert, daf§ Tyramin und MIBG
das abbauende Enzym im Axoplasma, die Monoaminoxidase, hemmen. Norad-
renalin ist zu hydrophil um selbstédndig durch die Zellmembran zu penetrieren.

So kommt das Noradrenalin durch Umkehr der iiblichen Transportrichtung von

IDie Wirkstérke einer Substanz ist die Dosis (z. B. EDs3g), die zur Erreichung einer bestimmten

Wirkung erforderlich ist (nach [MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING 1996, S. 3]).
2Tachyphylaxie ist eine sehr schnell eintretende Toleranzentwicklung, d.h. daf nach wieder-

holter Zufuhr eines Arzneistoffes die Wirkung nachléfit und die Dosis erh6ht werden mu$,
um die gleiche Wirkung zu errreichen (nach [MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING 1996, S.
74)).
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Uptake; in den synaptischen Spalt und somit an seinen Wirkort, die a- und (-
Rezeptoren. Die nun mogliche Riickaufnahme von Noradrenalin ins Nervenende
iitber Uptake; wird zusétzlich durch die Anwesenheit des indirekten Sympathomi-
methikums gehemmt (vgl. Abb. 4.1). Dieser Wirkungsmechanismus erklért auch
gut das oben beschriebene Phinomen der Tachyphylaxie. Die Wirksamkeit in-
direkter Sympathomimetika héngt also folglich von der Rate ab, mit der diese
Stoffe {iber Uptake; ins Neuron aufgenommen werden und von der Wirkstér-
ke, mit der sie den vesikuldren Monoamin-Transporter hemmen [LANGELOH und

TRENDELENBURG 1987, BONISCH und TRENDELENBURG 1988].

Dies bedeutet, dafl indirekte Sympathomimetika nach ihrer neuronalen Auf-
nahme vesikuldr gespeichertes Noradrenalin mobilisieren, die axoplasamtische
Noradrenalin-Konzentration erhéhen und Noradrenalin aus dem Axoplasma frei-
setzen. Die durch Umkehr von Uptake; zustande kommende Noradrenalin-
Freisetzung erfolgt also nicht durch Exocytose, sondern ist einzig und al-
lein Transporter-vermittelt. Dieses Phdnomen der durch Amine ausgelosten
Noradrenalin-Freisetzung wird auch unter dem Begriff ,facilitated exchange dif-

fusion“ zusammengefafit [BONISCH und TRENDELENBURG 1988].

Auf der Grundlage dieser Uberlegungen wurde MIBG und Tyramin als Sub-
strate fiir Uptake; in SK-N-SH Zellen verglichen. Von den SK-N-SH Zellen ist
bekannt, dafl sie den Uptake;-Transporter expremieren [RICHARDS und SA-
DEE 1986, BRYAN-LLUDKA und BONISCH 1997]. Die Ergebnisse bei den Zell-
Versuchen zeigen, dafl die Sattigung von Uptake; durch MIBG oder Tyramin
durch gleiche K,,- und V,,,,-Werte gekennzeichnet ist und somit bei jeder be-
liebigen Substratkonzentration fiir beide Substanzen gleiche Aufnahmeraten zu
erwarten sind. Die Tatsache, dafl MIBG wesentlich schlechter Noradrenalin frei-
setzt als Tyramin, kann deshalb nicht mit einer schlechteren Aufnahme von MIBG

ins Axoplasma der noradrenergen Neurone erklért werden.

Betrachtet man nun den vesikuldren Monoamin-Transporter, so wurde in der Ar-
beitsgruppe von Herrn Burger untersucht [GRAEFE et al. 1999], wie sich MIBG
und Tyramin hinsichtlich der Hemmung der Aufnahme von Noradrenalin in die
Speichervesikel unterscheiden, die aus chromaffinen Granula des Nebennieren-

marks vom Rind gewonnen wurden. Dazu wurde als Substrat eine Gemisch aus
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Abb. 4.1: Wirkmechanismus indirekt wirkender Sympathomimetika am

Beispiel von Tyramin.
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Die fiinf eingekreisten Zahlen beziffern die Wirkkomponenten von Tyramin (modifi-
ziert nach [STARKE und PALM 1996, S. 173]).

1. Der Grundvorgang ist der Cotransport von Tyramin (T) und Natrium-Ionen aus
dem Extrazelluldrraum ins Axoplasma noradrenerger Neurone mit Hilfe des mem-

brangebundenen Uptake;.

2. Im Neuron hemmt Tyramin kompetitiv die Aufnahme von axoplasmatischem Nor-

adrenalin (NA) in die Speichervesikel {iber den vesikuldren Monoamin-Transporter.

3. Ebenso hemmt Tyramin den Abbau von Noradrenalin durch die mitochondriale
Monoamin-Oxidase Typ A (MAO-A) zu Dihydroxyphenylglykol (DOPEG).

4. Durch Umkehr von Uptake; werden axoplasmatisches Noradrenalin und Na*-Ionen
in den synaptischen Spalt transportiert und Noradrenalin kann auf die verschiede-

nen Typen von a- und S-Rezeptoren wirken.

5. Tyramin hemmt kompetitiv die neuronale Riickaufnahme von freigesetztem Nor-

adrenalin.
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Noradrenalin und Adrenalin (70/30) bei einer Konzentration zwischen 12 und
110 uM verwendet und die initiale Aufnahmerate des Transporters in Gegenwart
und in Abwesenheit verschiedener Konzentrationen von MIBG gemessen. Dabei
zeigte sich, dafl MIBG die vesikuldre Aufnahme von Catecholaminen konzentra-
tionsabhéngig und kompetitiv hemmt. Der K;-Wert fiir diesen Hemmeffekt war
20 uM. Der entsprechende K;-Wert fiir Tyramin wurde von der gleichen Arbeits-
gruppe schon in fritheren Versuchen bestimmt und lag bei 2,5 pM [GRAEFE et al.
1999]. Somit ist Tyramin um den Faktor acht stidrker wirksam bezogen auf die
Hemmung des vesikuldren Monoamin-Transporters. Diese Beobachtungen kénnen
nun leicht erkldaren,warum MIBG wesentlich schwicher Noradrenalin freisetzte
als Tyramin. Die Fahigkeit von MIBG, Noradrenalin aus den Speichervesikeln zu

mobilisieren, ist bedeutend schwécher ausgeprégt als die von Tyramin.

Sympathomimetische Effekte, wie z.B. Herzfrequenz- oder Blutdruckanstieg,
konnten wéhrend der routineméfigen Anwendung von MIBG in der Klinik
nicht regelméfig beobachtet werden. Die Plasmakonzentrationen nach i.v. Ver-
abreichung einer therapeutischen Dosis von 'I-MIBG (etwa 25 bis 35 pmol
MIBG) wurde mit < 0,1 pM bestimmt. Diese Konzentration liegt unter der
Konzentration, die sympathomimetische Effekte hervorruft [WAFELMAN et al.
1994a, SMETS et al. 1989]. Sogar MIBG Dosen zwischen 255 und 290 pmol (i.v. In-
fusion innerhalb 3 h), die eine Plasmakonzentration von ca. 1 tM ergaben, zeigten
keinen eindeutigen sympathomimetischen Effekt [WAFELMAN et al. 1994b]. Diese
Literaturangaben stehen im Einklang mit unseren Versuchen, bei denen sich am
Kaninchenherzen eine Schwellenkonzentration von 1 pM MIBG fiir das Auftreten
eines positiv chronotropen Effektes gezeigt hat (vgl. Abb. 3.11 und 3.10). Aber na-
tiirlich konnen die Plasmakonzentrationen, die in den klinischen Untersuchungen
ermittelt worden sind, nicht einfach mit der MIBG Konzentration im Medium,

welches fiir die Herzperfusionsversuche verwendet wurde, verglichen werden.

Weibliche Nacktmé&use starben sofort nach der i.v. Injektion von 10 pmol
MIBG [FARAHATI et al. 1997]. Diese Beobachtung koénnte durch eine indirekt-
sympathomimetische Wirkung zustande gekommen sein. Ebenso konnte die Ur-
sache fiir den Tod der Méuse in einer direkten kardiodepressiven Wirkung liegen,

wie sie in den Herzperfusionsversuchen beobachtet wurde (vgl. Abb. 3.6). Diese
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Beobachtung pafit gut zu der Tatsache, dal MIBG die mitochondriale Atmung
hemmt [LOESBERG et al. 1990b, VANDENBERG et al. 1997]. Der kardiodepres-
sive Effekt manifestierte sich in einem transienten Abfall der Herzfrequenz und
in einem transienten Abfall der linksventrikuldren Druckamplitude. Der Wert fiir
die linksventrikuldre Druckamplitude ist nur bei konstantgehaltener Herzfrequenz
ein MaB fiir den inotropen Zustand des linken Ventrikels. Da ein deutlicher Ab-
fall der Herzfrequenz aber nicht nur am spontan schlagenden, sondern auch am
elektrisch gereizten Herzens beobachtet wurde, kann man davon ausgehen, dafl
MIBG sowohl die Schrittmacherautomatie als auch die myokardiale Kontraktilitat
reduziert. Der transiente kardiodepressive Effekt von MIBG wurde offentsichtlich
auch durch die Applikationsform direkt als Bolus-Injektion in die Aorten-Kaniile
mitbestimmt. Dadurch kam es nicht zu einer von Beginn an konstant bleiben-
den MIBG Konzentration, und somit auch nicht zu einer gleichbleibenden kar-
diodepressiven Wirkung. Da die kardiodepressive und die sympathomimetische
Wirkung von MIBG im gleichen Dosisbereich beobachtet wurden, kann man da-
von ausgehen, dafl die negativ chronotrope und inotrope Wirkung von MIBG
genauso wenig im klinischen Bereich zu beobachten sind, wie die sympathomimi-
tischen Effekte. Man kann aber natiirlich auch die Moglichkeit ins Auge fassen, das
sich die beiden entgegengesetzten Wirkungen gegenseitig aufheben. In den in-vitro
Versuchen konnte dies fiir den negativ chronotropen Effekt durch nachfolgenden
Sachverhalt gezeigt werden: Desipramin verstérkte die negativ chronotrope Wir-
kung von MIBG. Diese Beobachtung kann dadurch erklért werden kann, dafl Desi-
pramin die indirekte sympathomimetische Wirkung von MIBG abschwichte. Der
durch MIBG hervorgerufene Ansieg der Herzfrequenz, der in Abwesenheit von
Desipramin beobachtet wurde, ist ein Ergebnis der Noradrenalin-freisetzenden
Wirkung, wodurch aber die direkte Wirkung von MIBG, die Herzfrequenz zu
senken, maskiert wurde. Dies konnte auch die verldngerte Dauer der negativ
chronotropen Wirkung von MIBG in den Herzen erkldaren, die mit Desipramin
behandelt wurden (vgl. Tab. 3.6).

In den Versuchen mit narkotisierten Kaninchen ging es darum, die Ergebnisse aus
den in-vitro Versuchen am Kaninchenherzen zu bestétigen. MIBG besaf auch in-

vivo indirekt sympathomimetische Wirkungen. Es kam zum Anstieg des mittleren
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arteriellen Blutdrucks und des totalen peripheren Widerstandes, der fiir MIBG
im Vergleich zu Tyramin nicht so stark ausgeprégt war, aber dafiir langer anhielt.
Fiir die Herzfrequenz ergab sich ein anderes Bild. W&hrend sich nach Tyramin
keine signifikante Anderung der Herzfrequenz ergab, kam es unter MIBG zu einem
Abfall der Herzfrequenz (vgl. Abb. 3.14). Dies stand im Widerspruch zu der erwar-
teten Wirkung eines indirekten Sympathomimetikums und zu den Versuchen am
perfundierten Kaninchenherzen, bei dem es zu einem Anstieg kam. Eine mégliche
Erklarung dafiir konnte der Barorezeptor-Reflex sein. Dieser Reflex funktioniert
iiber Dehnungsrezeptoren, die in der Wand der Aorta und im Karotissinus loka-
lisiert sind. Eine Blutdruckerh6hung fiihrt zu einer Dehnung der Gefaiwand und
zu einer Aktivierung dieser Rezeptoren. Der efferente Teil dieses Reflexbogens
lauft iiber den Sympathikus (Hemmung) und den Nervus Vagus (Aktivierung,
vgl. [ZINK 1990, S. 1351]). Dadurch kommt es zu einer Vasodilatation (Hemmung
des Sympathikus) und zu einer Bradykardie (Aktivierung des Vagus). Deshalb
wurde in einer kleinen Versuchserie der vagale Teil dieses Reflexbogen mit Hilfe
von Methylatropin, das die peripheren Muscarin-Rezeptoren blockiert, unterbro-
chen und ausgeschaltet. In diesen Versuchen kam es sowohl nach Gabe von MIBG
als auch nach Gabe von Tyramin zu einem Anstieg der Herzfrequenz, der nach
Tyramin wesentlich stirker ausgepréigt war als nach MIBG (vgl. Abb. 3.16). So
konnte gezeigt werden, dafl der durch die indirekt sympathomimetische Wirkung
von MIBG und Tyramin erwartete Herzfrequenzanstieg durch den Barorezeptor-

Reflex (ausgelost durch den Blutdruckanstieg) maskiert wurde.

Bei der Analyse des Anstiegs der Noradrenalin-Konzentration im Plasma
nach Gabe von MIBG oder Tyramin ergab sich, dafl erst eine Infusion von
50 pmol/10 min MIBG eine Erhohung der Noradrenalin-Freisetzung ausloste,
der aber wesentlich schwécher ausgeprigt war als nach Tyramin bei der glei-
chen Infusionsrate. Dieser Sachverhalt 1&8t die Vermutung zu, dafi MIBG wie
am perfundierten Kaninchenherzen wesentlich schwécher Noradrenalin aus den
sympathischen Nervenendigungen freisetzt als Tyramin. Die ldnger anhaltende
Wirkung von MIBG (vgl. Abb. 3.15) bestéitigt wiederum die Ergebnisse am iso-
lierten Kaninchenherzen und kann iiber den fehlenden Abbau von MIBG durch

die Monoaminoxidase erklart werden.
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Der einzige qualitative Unterschied zwischen MIBG und Tyramin am narkoti-
sierten Kaninchen war die Beobachtung, dafl MIBG die Plasmakonzentration des
Noradrenalin-Metaboliten 3,4-Dihydroxyphenylglycol (DOPEG) reduzierte, wo
hingegen Tyramin diese erhéhte (vgl. Abb. 3.15). Diese Beobachtung 148t den
Schlul zu, dafl MIBG die priasynaptische Monoaminoxidase (MAO-A) hemmt.
Um dies zu erkldren, ist es wichtig sich den Abbauweg von Noradrenalin an-
zuschauen (vgl. Abb. 4.2). Da fiir die Bildung des neuronalen Hauptmetaboli-
ten DOPEG zwei Enzyme notwendig sind kénnte MIBG entweder die Aldehyd-
Reduktase oder die Monoaminoxidase oder beide Enzyme hemmen. Dies wurde

in einer weiteren Versuchsserie untersucht (siehe Kapitel 4.3 auf Seite 103) .

4.2 Adrenerge Neuronen-blockierende Wirkung von
MIBG

Von Beginn an wurde MIBG von der Arbeitsgruppe um Wieland als adrenerger
Neuronenblocker bezeichnet [WIELAND et al. 1980]. Diese Behauptung wurde
durch die dhnliche Strukturformel von MIBG und Guanethidin bzw. Bretylium
hergeleitet, da sich MIBG aus dem Guanidin-Teil von Guanethidin und dem
Benzyl-Rest von Bretylium zusammensetzen lat. Guanethidin und Bretylium
sind prototypische adrenerge Neuronenblocker. In der oben erwidhnten Publi-
kation von Wieland et al. (1980) wird auf eine Arbeit von Short und Darby
von 1967 hingewiesen, in der das ortho- und para-Isomer von MIBG auf mogli-
che adrenerge Neuronen-blockierende Aktivitéit hin untersucht wurden. In dieser
Versuchsreihe erwies sich nur das para-Isomer als wirksam. Die Substanz meta-
Chlorbenzylguanidin wurde ebenfalls in dieser Arbeit untersucht. Sie bewirkte
keine adrenerge Neuronenblockade. Aus unserer Sicht war die Schlufifolgerung,
dal MIBG ein adrenerger Neuronenblocker ist, rein spekulativ und wir hielten ei-
ne experimentelle Verifizierung fiir notwendig. Deshalb wurde eine Versuchsreihe
am isoliert perfundierten Kaninchenherzen durchgefiihrt, um diesen Sachverhalt

eindeutig zu belegen.

Ein adrenerger Neuronenblocker, wie z. B. Guanethidin, besitzt folgende wichtige
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Abb. 4.2: Synaptischer Abbau von Noradrenalin.
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Die vier eingekreisten Zahlen beziffern die abbauenden Enzym (modifiziert nach
[STARKE 1996, S. 119)):

1. Monoaminoxidase

2. Aldehyd-Reduktase

3. Aldeyd-Dehydrogenase

4. Catechol-O-Methyltransferase

Der Hauptweg fiihrt von links oben nach rechts unten. Er beginnt mit der oxidati-
ven Desaminierung zum 3,4-Dehydroxyphenylglycolaldehyd. Dank der Eigenschaften
der aldehydoxidierenden und -reduzierenden Enzyme iiberwiegt als néchster Schritt
die Reduktion zu 3,4-Dihydroxyphenylglycol (DOPEG), wihrend die Oxidation zu
3,4-Dihydroxymandelsiure (DOMA )keine Rolle spielt. Diese Reaktion spielt sich vor-
wiegend in den noradrenergen Axonendigungen ab. In den Nachbarzellen, z. B. glatter
Muskulatur oder Gliazellen, kann Noradrenalin zu Normetanephrin und DOPEG zu
3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol (MOPEG) methyliert werden. DOPEG und MO-
PEG sind die Hauptprodukte des Noradrenalinabbaus in der Axonendigung und ihrer
Nachbarschaft.
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Eigenschaften [HAEUSLER et al. 1969]:

e es ist ein Substrat des Noradrenalin-Transporters im Axolemm der

postganglionéir-sympathischen Axone,

e ¢s blockiert in hoher Konzentration schnelle Natrium-Kanéale und wirkt so-

mit schwach lokalanésthetisch,

e dadurch kommt es zu einer Hemmung der durch ein fortgeleitetes Akti-
onspotential ausgelosten Noradrenalin-Freisetzung aus der sympathischen

Nervenendigung

e die membranstabilisierende und freisetzungshemmende Wirkung nimmt mit
zunehmender Expositionsdauer zu und ist deshalb nicht nur konzentrations-

abhéngig, sondern auch zeitabhéngig.

Durch die Aufnahme in noradrenerge Axone iiber den neuronalen Noradrenalin-
Transporter reichert sich ein adrenerger Neuronenblocker dort an und verhindert
durch seine lokalanésthetische Wirkung die Bildung und Weiterleitung des Ner-
venaktionspotentials. Dadurch kommt es zu einer Hemmung der Noradrenalin-

Freisetzung.

In den Versuchen mit MIBG konnte ein konzentrationsabhéngige Hemmung auf
die durch einen elektrischen Reiz ausgeloste Noradrenalin-Freisetzung sehr gut
beobachtet werden (vgl. Abb. 3.7). Mit steigenden Konzentrationen an MIBG
sank der Noradrenalin-Overflow, der durch Feldstimulation ausgelost wurde. Die-
ser Effekt war auch von der Zeit abhéngig, in der MIBG wihrend des reizfreien
Intervalls in die Aortenkaniile der perfundierten Kaninchenherzen infundiert wur-
de. Dieser zeitabhéngige Hemmeffekt wurde nur bei MIBG und nicht bei Tyramin
beobachtet (vgl. Abb. 3.9). Somit war der Hemmeffekt von MIBG nicht durch
eine Entleerung der vesikuldren Noradrenalin-Speicher zu erklédren, der durch in-

direkte Sympathomimetika hervorgerufen werden koénnte.

Die Tatsache, dafi MIBG den spontanen Noradrenalin-Overflow in den perfun-
dierten Kaninchenherzen erhshte (vgl. Abb. 3.3 und 3.8), &8t sich durch seine
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indirekt sympathomimetische Wirkung erkléren, wodurch es ebenso zu einem An-
stieg der Herzfrequenz mit steigender MIBG Konzentration kam (vgl. Abb. 3.2
und 3.10).

Somit verhalt sich MIBG eindeutig wie ein adrenerger Neuronenblocker. Ein di-
rekter Beweis dafiir, dal MIBG lokalanésthetisch wirkt und schnelle Natrium-

Kanéle blockiert, konnte mit unseren Versuchen nicht erbracht werden.

4.3 Hemmung der Monoaminoxidase durch MIBG

Nachdem gezeigt werden konnte, dafl MIBG ein adrenerger Neuronenblocker ist,
lag die Vermutung nahe, dafi MIBG ebenso wie viele andere adrenerge Neuronen-
blocker das Enzym Monoaminoxidase (MAO) hemmt [MAXWELL und WASTILA
1977]. Diese Aussage wurde noch durch eine Arbeit von der Arbeitsgruppe um
Kuntzmann unterstiitzt, in der die Substanz o-Brombenzylguanidin eine hem-
mende Wirkung auf die MAO besall [KUNTZMAN und JACOBSON 1963]. MIBG
wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Auch die hier vorgestellten Versuche am
narkotisierten Kaninchen legen eine MAO-Hemmung durch MIBG nahe, denn
MIBG verminderte dosisabhéngig die DOPEG-Konzentration im Blutplasma der
Tiere (vgl. Abb. 3.15).

Die Monoaminoxidase ist ein Enzym, das biogene Amine zu ihren entsprechenden

Aldehyden nach folgender allgemeinen Formel umwandelt:
R-CHQ—NHQ —+ 02 —+ HQO — R-CHO + NH3 -+ HQOQ.

Dieses Zwischenprodukt wird schnell metabolisiert. Einerseits kann der Aldehyd
durch die Aldehyddehydrogenase zu korrespondierenden Séure oxidiert werden,
andererseits kann eine Reduktion durch das Enzym Aldehydreduktase zum ent-

sprechenden Alkohol erfolgen.

In Versuchen an Gehirngewebe wurde festgestellt, dafl es von der Monoamin-
oxidase zwei Isoformen gibt, MAO-A und MAO-B, die sich in Bezug auf ihre
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Substratspezifitdt und ihre Sensitivitdt gegeniiber verschiedenen Inhibitoren un-
terscheiden. Die wichtigsten Substrate der Monoaminoxidase sind Adrenalin, Nor-
adrenalin, Dopamin, Phenylethylamin und Serotonin. Aber auch andere biogene
Amine, wie z. B. Tyramin oder Octopamin, werden durch die Monoaminoxidase
abgebaut. Alle Substrate werden von beiden Formen der Monoaminoxidase desa-
miniert, wobei sich der Abbau hinsichtlich der relevanten kinetischen Parameter
unterscheiden 1a8t. Mit Hilfe der kinetischen Parameter kann man eine relative
Vorliebe fiir eine der beiden Iso-Enzyme definieren, die von der Konzentration,
der Affinitdt und der Umsatzrate des Enzym bestimmt wird. Unter physiologi-
schen Bedingungen werden Noradrenalin und Serotonin durch MAO-A und Phe-
nylethylamin durch MAO-B metabolisiert. Die Substrate Dopamin und Tyramin
werden von beiden Formen in etwa gleich schnell desaminiert. Ebenso wichtig ist
die zelluldre Kompartimentierung der Monoaminoxidase. Wiahrend die Isoform
MAO-A neuronal lokalisiert ist, liegt die Isoform MAO-B hauptséchlich extra-
neuronal vor. Aus diesem Grund wird Noradrenalin und Dopamin hauptséchlich
durch MAO-A metabolisiert (vgl. Ubersichtsarbeit [YOUDIM et al. 1988]).

Bei den in-vivo Versuchen konnten wir beobachten, dafi MIBG die Plasmaspiegel
von 3,4-Dihydroxyphenylglykol (DOPEG) verminderte. DOPEG ist der wichtig-
ste desaminierte Metabolit von Noradrenalin priasynaptischen Ursprungs (vgl.
Abb. 4.2). Diese Beobachtung macht es sehr wahrscheinlich, daf8 MIBG die Mo-
noaminoxidase Typ A hemmt. Auflerdem verminderte MIBG konzentrationsab-
héngig die spontane Abgabe von DOPEG im perfundierten Kaninchenherzen.

Auch diese Beobachtung legt eine Hemmung der neuronalen MAO-A nahe.

Daraufhin wurden Versuche mit Gewebehomogenaten durchgefiihrt. Dabei zeigte
sich sowohl fiir MAO-A (vgl. Abb. 3.17) als auch fiir MAO-B (vgl. Abb. 3.18)
eine konzentrationsabhéngige Hemmung der Enzymaktivitdt durch MIBG. Fiir
MAO-A lag die IC5q bei 18 pM und fiir MAO-B bei 110 pM.

In einer weiteren Versuchserie konnten wir zeigen, dafl es durch eine Erhohung
der Subtratkonzentration zu einer parallelen Verschiebung der Konzentrations-
Wirkungs-Kurve fiir die MIBG-induzierte MAO-B Hemmung nach rechts kam.
Bei einer Erhohung der Substratkonzentration von 100 nM auf 400 pM Dopamin
kam es zu einer Erhchung der IC5y Wertes um den Faktor 2,3 (vgl. Abb. 3.19).



4.3. Hemmung der Monoaminoxidase durch MIBG 105

Somit konnte gezeigt werden, dafl MIBG bevorzugt das Enzym MAO-A hemmt,
aber auch die MAO-B blockiert, und dafl diese Hemmung kompetitiver Natur ist.

Die Hemmung der MAO-A ist in intaktem Gewebe mit wesentlich niedrigeren
MIBG-Konzentrationen zu erreichen als in Gewebehomogenaten, da es iiber die
Aufnahme in die noradrenergen Nerven zu einer Akkumulation von MIBG im
Axoplasma kommt und die MAO-A intraneuronal lokalisiert ist. In Versuchen
am perfundierten Kaninchenherzen (IC5y = 17nM) konnte gezeigt werden, daf
MIBG die MAO-A um den Faktor 1000 stéirker hemmte als im Gewebehomoge-
nat (IC5 = 18 uM). Der Unterschied zwischen intaktem Gewebe (perfundiertes
Kaninchenherz) und Gewebehomogenat beziiglich der IC5, von MIBG als Hemm-
stoff der MAO-A sollte das Ausmafl der intraneuronalen Akkumulation von MIBG
wiederspiegeln. Somit kommt es durch die Aufnahme iiber Uptake; zu einer rund
1000-fachen Akkumulation von MIBG im Axoplasma von noradrenergen Neuro-

nen.






5 Zusammenfassung

Obwohl radioaktiv markiertes meta-lodbenzylguanidin (MIBG) héaufig in der Dia-
gnose und bei der Behandlung von Neuroblastomen in der Klink Verwendung
findet, ist bis heute sehr wenig iiber seine Pharmakologie bekannt. In der Lite-
ratur finden sich 6fters Andeutungen, die aber nicht belegt wurden. So fehlten
Untersuchungen iiber indirekt-sympathomimetische Wirkungen von MIBG. Vor
diesem Hintergrund untersuchten wir am isoliert perfundierten Kaninchenherzen
die Wirkung von MIBG im Vergleich zum Prototyp eines indirekten Sympatho-
mimetikums (Tyramin). Dabei zeigte sich, dafl MIBG zwar etwas potenter aber
nicht so effektiv wie Tyramin war. Dies zeigte sich sowohl beim Paramter Herz-
frequenz als auch beim Parameter Noradrenalin-Freisetzung. Im Gegensatz dazu
zeigte sich im Zeitverlauf, dal die Wirkung von MIBG wesentlich lénger anhielt

als die von Tyramin.

Der Unterschied zwischen MIBG und Tyramin beziiglich der Effektivitat als indi-
rekte Sympathomimetika konnte mit unterschiedlichen Wirkstérken beider Sub-
stanzen als Hemmstoff des vesikuldren Monoamin-Transporters erklart werden.
Tyramin und MIBG wurden in Versuchen mit Neuroblastomzellen mit gleicher
Geschwindigkeit durch Uptake; aufgenommen, Tyramin war aber ein wesent-
lich potenterer Hemmstoff des vesikuldren Monoamin-Transporters als MIBG.
Da aber MIBG im Gegensatz zu Tyramin kein Substrat der neuronalen Mono-

aminoxidase ist, hielt seine Wirkung auch deutlich ldnger an als die von Tyramin.

Die indirekt sympathomimetische Wirkung von MIBG wurde anschliefend
auch in-vivo untersucht. Dort zeigte sich auch, dal MIBG trotz im Ver-

gleich zu klinischen Anwendungen hoher Dosen wesentlich schwécher indirekt-
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sympathomimetisch wirkt als Tyramin. In diesen Versuchen wurde auch beobach-
tet, daf die indirekt-sympathomimetische Wirkung auf die Herzfrequenz durch
eine Gegenregulation des Nervensystems (ndmlich den Barorezeptor-Reflex) mas-

kiert wurde.

Obwohl MIBG in der Literatur von Anfang an als adrenerger Neuronenblocker
bezeichnet wurde, fand sich in der Literatur kein direkter Beweis fiir diese Be-
hauptung. Mit Hilfe eines in-vitro Modells konnte in der vorliegenden Arbeit der
Beweis erbracht werden, dal MIBG ein adrenerger Neuronenblocker ist. Dazu be-
nutzten wir als Parameter die durch elektrische Stimulation induzierte Freisetzung
von Noradrenalin im spontan schlagenden, perfundierten Kaninchenherzen. Die
stimulationsbedingte Abgabe von Noradrenalin ins Perfusat wurde durch MIBG

zeit- und konzentrationsabhéngig blockiert.

Da viele adrenerge Neuronenblocker das Enzym Monoaminoxidase (MAO) hem-
men, wurde in-vitro untersucht, ob MIBG die beiden Iso-Enzyme MAO-A und
MAO-B hemmt. Es konnte gezeigt werden, dafl MIBG die MAO kompetitiv
hemmt und zwar bevorzugt die Isoform MAO-A. Diese MAO-Hemmung wur-
de auch in-vivo in den Versuchen mit narkotisierten Kaninchen beobachtet.
MIBG verminderte namlich dosisabhéingig die Konzentration des desaminierten
Noradrenalin-Metaboliten DOPEG im Blutplasma der Tiere. Die Beobachtung,
daf fiir die Hemmung der MAO-A im perfundierten Herzen eine IC5y von 17 nM,
im Gewebehomogenat von Herzen dagegen eine ICsy von 18 pM gefunden wurde,
spricht dafiir, dal MIBG als Substrat von Uptake; im Axoplasma der sympathi-

schen Neurone des Herzens um den Faktor 1000 angereichert wird.

Somit konnten in der vorliegenden Arbeit einige offene Fragen zur Pharmakolo-
gie von MIBG im Bereich des sympathomimetischen Nervensystems beantwortet

werden, die auch fiir den klinischen Einsatz von MIBG wichtig sein kénnten.



6 Abstract

Although radioiodinated MIBG is widley used clinicaly to diagnose and treat
neural crest tumours, there is only paucity of published data on the pharmacology
of MIBG. In the literature, there are frequently allusions which were not verified.
For example, nothing is known about the indirect sympathomimetic effects of
MIBG. This prompted us to compare the sympathomimetic effects of MIBG and
tyramine (the prototype of indirectly acting amines) in spontaneously beating,
isolated, perfused rabbit hearts. We were able to show, that MIBG was in fact
more potent, but much less effectiv, than tyramine. Increases in heart rate and
noradrenaline overflow were both indicators for that. On the other hand, the
duration of the effects of MIBG was much longer than that of the effects of

tyramine.

The difference between MIBG and tyramine with respect to the efficacy as indi-
rectly acting sympathomimetic amines can be explained with different potencies
to inhibit the vesicular monoamine transporter. For tyramin and MIBG we found
in human neuoblastoma cells the same rate of neuronal uptake. On the other
hand, as far as the inhibition of the vesicular monoamine transporter is con-
cerned, tyramine was eight times more potent then MIBG. In addition, MIBG
is contrary to tyramine, not a substrate of monoamine oxidase. Therefor, the

duration of MIBG action was much more longer than that of tyramine.

In experiments carried out in anaesthetized rabbits, we examined the indirect
sympathomimetic effects of MIBG in vivo. Although the dose of MIBG used in
these experiments was relativly high compared to doses used in clinical settings,

MIBG was much less effectiv than tyramine as indirectly acting sympathomemetic
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amine. The effect of MIBG on heart rate was masked by reflex counter-regulation
(baroreceptor reflex). Hence, MIBG caused a dose-dependent increase in blood

pressure and a dose-dependent decrease in heart rate.

Although MIBG was labelled from the beginning as adrenergic neurone blocking
agent in the literature, we found no direct evidence for this suggestion in the lite-
rature. In our study we were able to show, that MIBG behaves as an adrenergic
neurone blocking agent. We used the spillover of noradrenaline induced by elec-
trical stimulation as a parameter in sponantously beating, isolated rabbit hearts.
The stimulation-induced spillover of noradrenaline was inhibited by MIBG in a

time- and concentration-dependent manner.

Because many adrenergic neurone blocking agents inhibit the enzym monoamine
oxidase (MAO), we examined in vitro, whether MIBG inhibits both iso-enzyms
MAO-A and MAO-B. We were able to show, that the inhibition of MAO by
MIBG is competitiv in nature and preferentially involves inhibition of MAO-A.
This inhibition of MAO was also shown in the in-vivo experiments carried out in
anaesthetized rabbits. In these experiments, MIBG reduced the concentration of
the MAO metabolite of noradrenaline, DOPEG, in plasma in a dose dependent
manner. In addition, MIBG was found to be 1000 times more potent in inhibiting
MAO-A in the intact heart (ICs 17 nM) than in inhibiting MAO-A in heart
homogenats (IC59 18 pM). From this difference in potency it can concluded that
there is a 1000-fold accumulation of MIBG within the axoplasm of noradrenergic

neurones.

In this paper a number of questions about the pharmacology of MIBG concerning

the sympathomimetic nervouse system were answered. This may be of importance
in the clinical use of MIBG.
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