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1. Einleitung

1.1 Historisches zur Nebenniere

Die Geschichte der Nebennierenforschung beginnt 1563, als Bartholomaeus Eustachius
Sanctoseverinatus in seinem Werk ,De glandulis quae renibus incumbunt® die
Nebennieren beschreibt und als besondere Organe erkennt. Fast 300 Jahre spiter, 1855,
gibt der englische Arzt Thomas Addison in seiner Arbeit ,,On the constitutional and
local effects of disease of the suprarenal capsules® die klassische Beschreibung des
Nebennierenausfalls und der nach ihm benannten Krankheit (1). In seiner Arbeit
verband er klinische Beobachtungen mit Sektionsbefunden und stelite eine Verbindung
zwischen den beobachteten Symptomen und pathologischen Veridnderungen der
Nebennieren her.

1856 stellt Brown-Sequard im Tierversuch fest, dass die Nebennieren lebenswichtige
Organe darstellen, indem er Tiere ein- oder beidseitig adrenalektomierte (2).

Mit der Erkenntnis der Nebennierenunterfunktion als Ursache der Addisonschen
Krankheit beginnt man gegen Ende des 19. Jahrhunderts diese Patienten mit
Nebennieren-Extrakten zu behandeln. Zunichst enthalten die Extrakte ein relativ
undefiniertes Gemisch aus den heute bekannten Mark- und Rindenhormonen, da eine
Differenzierung zwischen Mark und Rinde bis dahin noch nicht erfolgt ist und zur
Gewinnung die gesamte Nebenniere verwendet wird.

1926 zeigt Smith, dass Hypophysektomie zur Atrophie der Nebennieren fiihrt und
Evans gelingt die Verhiitung dieser Atrophie mit Hypophysenextrakten.

Die Uberfunktion des Hypophysen-NNR-Systems wird 1932 von Hafvey Cushing
beschrieben. Er bringt hierbei das basophile Hypophysenadenom in Zusammenhang mit
der nach ihm benannten Krankheit.

Isolierung, Konstitutionsaufkldrung und Synthese der Rindenhormone gelingen in den
Jahren 1937-52 durch Reichstein, Kendall, Wintersteiner und Mitarbeiter.

1942 wird von Li und Sayers das ACTH isoliert. 1948 wird durch die spédteren
Nobelpreistrager Hench und Kendall die entziindungshemmende Wirkung des Cortisons
entdeckt.

Der primidre Aldosteronismus wird 1954 von Conn beschrieben (3).




1.2 Die Nebenniere und ihre Regulation

Die Nebennieren sitzen retroperitoneal paarig am oberen Nierenpol, links kappen- oder
halbmondformig, rechts eher dreieckig, und haben ein Gewicht von zusammen ca. 15 g.
Umgeben werden sie von einer Kapsel kollagenen Bindegewebes. Schon
makroskopisch ist eine Aufteilung in Nebennierenrinde (NNR) und Nebennierenmark
(NNM) erkennbar. Die Nebennierenrinde geht aus dem Mesoderm hervor, indem
Coelomepithelzellen in das Mesenchym eindringen und die fetale Anlage der
Nebenniere bilden. Das Nebennierenmark ist neuroektodermaler Herkunft, man kann es
auch als modifiziertes sympathisches Ganglion auffassen, dessen postganglionire
Neurone zu Adrenalin und Noradrenalin sezernierenden NNM-Zellen wurden (4).

Die NNR ist neben den Gonaden zentraler Ort der Steroidbiosynthese.

Die Blutversorgung wird gewéhrleistet durch die Aa. suprarenales superior, media et
inferior, die einen subkapsulédren Plexus bilden, aus dem sich verzweigende Arterienéste
in die NNR abgehen und Sinusoide mit fenestriertem Endothel bilden. An der Rinden-
Mark-Grenze gehen sie in vendse Sinusoide des Marks iiber. Das Mark erhilt also
interessanterweise eine doppelte Gefdflversorgung: Venen, die aus Rindenarterien
hervorgegangen sind, und Markarterien, die zuvor keine Aufzweigung in der Rinde
erfahren haben. Dies unterstiitzt neuere Hypothesen, nach denen die NNR-Hormone das

Nebennierenmark beeinflussen.

Mikroskopisch ldsst sich die NNR in drei Schichten mit unterschiedlichen
Syntheseleistungen unterteilen: die subkapsuldr gelegene Zona glomerulosa, die
angrenzende Zona fasciculata und die marknahe Zona reticularis. ’

Die Glomerulosazellen sind in kompakten Nestern angeordnet, sie bilden
Mineralokortikoide mit ihrem Hauptvertreter Aldosteron.

In der anschliessenden Zona fasciculata, der breitesten der drei Zonen, zeigen die Zellen
eine strang- oder sdulenférmige Anordnung. Die Zellen sind grosser und enthalten
grosse Lipidtropfen. In ihnen werden Glukokortikoide und geringe Mengen Androgene

produziert.




In der marknahen Zona reticularis sind die Zellen kleiner als in den anderen Schichten
und netzartig angeordnet. Sie enthalten weniger Fetttropfen, aber im Alter relativ viele
Lipofuszingranula. In dieser Zone erfolgt vor allem die Synthese von Androgenen.

Funktionell gesehen bilden Zona fasciculata und reticularis eine Einheit. In beiden
Zonen werden Glukokortikoide sowie Androgene produziert. Man geht jedoch davon
aus, dass die Zona fasciculata mehr fiir die Akutreaktion mit schneller erhéhter Cortisol-
Produktion auf ACTH-Stimulation verantwortlich ist, wihrend durch die Zona

reticularis eine basale Glukokortikoidsekretion aufrechterhalten wird (5, 6).

Einige Studien haben gezeigt, dass die funktionelle Verkniipfung und gegenseitige
Beeinflussung von Rinde und sympathoadrenergem System sowie auch dem
Immunsystem wesentlich stirker ausgeprigt sind als zuvor angenommen. Neben den
klassischen adrenalen Effektor-Hormonen ACTH und Angiotensin II scheinen noch
eine Reihe anderer lokaler Regulationsmechanismen einen Einfluss auf die
Nebennierenfunktion zu haben. In in-vifro-Studien wurden eine Vielzahl verschiedener
vom Nebennierenmark sezernierter Faktoren identifiziert, die Einfluss auf die
adrenokortikale Funktion haben. Nebennierenrindenzellen, die mit chromaffinen Zellen
kokultiviert wurden, produzierten beispielsweise zehnfach hohere Mengen an
Glukokortikoiden als isoliert kultivierte Zellen und zeigten zudem eine deutliche
Hochregulation der mRNA-Expression einiger Cytochrom P450-Enzyme sowie des
steroidogenic acute regulatory proteins (StAR) (7-9). Bei morphologischen
Untersuchungen lieBen sich chromaffine Zellen in allen Zonen der adulten Nebenniere
nachweisen und umgekehrt waren auch Nebennierenrindenzellen im Mark lokalisierbar
(10, 11). Einige im Nebennierenmark verschiedener Siugetierspezies nachgewiesene
Peptide mit parakriner Wirkung auf die Nebennierenrindenfunktion sind
Adrenomedullin, welches eine inhibitorische Wirkung auf die Angiotensin II-stimulierte
Aldosteron-Sekretion zeigt (12), weiterhin ANP, NPY, Substanz P und VIP (13). Die
Produktion von Adrenomedullin liel sich auch bei NNR-Karzinomzellen feststellen
(14).

Daneben liel sich die Beteiligung einiger Wachstumsfaktoren wie basic fibroblast
growth factor (bFGF), Insulin-like growth factors I und II (IGF I, IGF II), transforming

growth factor-1 (TGF-B1) und des Endothelinsystems an der intraadrenalen




Regulierung von Mitogenese und Steroidogenese nachweisen (10, 13, 15-18), wobei
TGFB1 im Gegensatz zu den anderen erwihnten Substanzen eine

proliferationshemmende Wirkung zugeschrieben wird (15, 19-22).

Zahlreiche Hinweise existieren auch beziiglich einer Interaktion zwischen
Immunsystem und Nebenniere. Das Immunsystem beeinflusst die Aktivitit der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA/HHV-Achse), indem es durch
Cytokine die Sekretion von CRH und ACTH stimuliert oder auch direkten Einfluss auf
die Nebenniere ausiibt. Fiir die Interleukine IL-1, IL-3 und IL-6 konnten stimulierende
Effekte auf die Steroidbiosynthese nachgewiesen werden (7, 23, 24), eine inhibitorische
Wirkung auf die Nebennierenfunktion zeigten dagegen tumor necrosis factor oo (TNFc)
und Interferony (IFNY) (7, 25, 26).

Nebennierenrindenzellen der inneren Rindenzone exprimieren das MHC Klasse II-
Molekiil, das eine hohe Korrelation zum Differenzierungsgrad der NNR-Zellen aufweist

(27) und dessen Expression in NNR-Karzinomen vermindert ist (28).

Die Bedeutung von ACTH auf die Nebennierenfunktion besteht v. a. in der Stimulation
der adrenalen Steroidbiosynthese, RNA- und Proteinsynthese. Die frither angenommene
mitogene Aktivitdt scheint mehr in einer Zellhypertrophie mit ehtsprechender
Volumenzunahme der Nebenniere unter ACTH-Stimulation zu bestehen (29, 30). So
haben einige Studien sogar einen proliferationshemmenden Effekt von ACTH
nachgewiesen (31, 32). ACTH wird mittlerweile mehr als Differenzierungsfaktor
betrachtet.

Das Augenmerk richtet sich heute auf ein anderes Spaltprodukt des hypophysiren
Proopiomelanocortins (POMC), das 1-76-N-POMC, auch Pro-y-MSH genannt, und
dessen weitere N-terminale Spaltprodukte (33). Fiir das komplette Pro-y-MSH selbst
lieB} sich bisher kein proliferationsfordernder Effekt nachweisen (34), anders jedoch fiir
kleinere Pro-y-MSH-Fragmente, u. a. fiir das 1-26- und 1-28-N-POMC (33, 35-37).
2001 wurde eine adrenale Protease charakterisiert, die fiir die Abspaltung der mitogen

wirksamen Fragmente des Pro-y-MSH verantwortlich sein soll (38, 39).




1.3 Steroide und ihre Biosynthese

Steroidhormone spielen eine grundlegende Rolle in der Anpassung an Stressfaktoren, in
der Regulation des Fliissigkeits- und Elektrolythaushaltes wund in der
Sexualentwicklung. Die Biosynthese der verschiedenen Gruppen erfordert sechs
veschiedene Cytochrom P450-Enzyme und zwei Hydroxysteroid-Dehydrogenasen in
den verschiedenen endokrinen Geweben (40).

Die Biosynthese der Steroidhormone geht vom Cholesterol aus. In vielen Steroid-
produzierenden Zellen sieht man es in Form von Lipid-Tropfchen gespeichert, wihrend
die Hormone selbst nicht gespeichert, sondern unmittelbar nach Synthese ausgeschiittet
werden.

Im Plasma konnen die Steroide an Albumin oder spezifischere Transportproteine
binden.

Nach ihrer Wirkung werden die Steroide in folgende Gruppen unterteilt:
Glucocorticoide, Mineralocorticoide und Sexualsteroide. Nach der Struktur und der
Zahl der vorhandenen C-Atome unterscheidet man zwischen C27-Steroiden, C21-
Steroiden (Cortisol, Aldosteron, Progesteron), C19-Steroiden (z. B. Testosteron und
verwandte Androgene) und C18-Steroiden (z. B. Ostrogene).

Fir die Steroidbiosynthese sind die Cytochrom-P450-Systeme besonders
charakteristisch. Es handelt sich hierbei um Monooxygenasen mit einem
Absorptionsmaximum im Komplex mit CO bei 450 nm, die sich in der mitochondrialen
Membran (P450scc, P450c11) sowie im endoplasmatischen Retikulum (P450c17,
P450c21) befinden und positions- und substratspezifische Hydroxylierungsschritte
sowie oxidative Spaltungen von C-C-Bindungen katalysieren (41, 42). Das einzige
Enzym, das in der adrenalen Steroidbiosynthese benotigt wird und keine Assoziation
zum P450-Komplex aufweist, ist die 3B-Hydroxy-Steroid-Dehydrogenase (33-HSD),
ein Enzymkomplex, der am Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist.

Die  Steroidbiosynthese = wird vor allem auf zwei  Ebenen  durch
geschwindigkeitsbestimmende Schritte kontrolliert: der Ebene der Substratmobilisation
mit de novo-Synthese von StAR und der Ebene der Gentranskription der P450-Enzyme.
StAR vermittelt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Transfers von

Cholesterol von der dufleren zur inneren Mitochondrienmembran (43, 44).




Abbildung 1: Ubersicht iiber die Steroidbiosynthese (45)
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Die drei in dieser Arbeit untersuchten Steroidbiosyntheseenzyme sollen hier kurz

besprochen werden:

Das P450scc-Enzym:

Es steht am Beginn der gesamten Steroidbiosynthesekaskade und hat somit eine

limitierende Funktion. Katalysiert wird durch dieses Enzym die Umwandlung von
Cholesterin in Pregnenolon, indem zwei Hydroxylierungen an Atom C20 und C22 und
die oxidative Abspaltung der Seitenketten zwischen C20 und C22 stattfinden.

Lokalisiert ist es an der inneren Mitochondrienmembran.



Die P450c17-Hydroxylase:

Dieses Enzym hydroxyliert das C17-Atom des Pregnenolons bzw. des Progesterons und
fithrt weiterhin zur Abspaltung der Seitenkette der gebildeten 17-hydroxylierten
Substrate. Die P450c17-Hydroxylase ist am glatten endoplasmatischen Retikulum der
Zellen der Zona fasciculata und reticularis gelegen.

Das P450c21-Enzym:

Dieses Enzym kommt in Zona glomerulosa und Zona fasciculata vor und ist ebenfalls
am glatten endoplasmatischen Reticulum lokalisiert. Es katalysiert die Hydroxylierung

des C21-Atoms des Progesterons bzw. des 17-OH-Progesterons.

Abbildung 2: Ubersicht iiber die Lokalisation der Steroidbiosyntheseenzyme
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1.3.1 Mineralokortikoide

Wichtige Mineralokortikoide sind das Aldosteron und das Deoxycorticosteron. Die
durchschnittliche tidgliche Aldosteronsekretion liegt bei gesunden Versuchspersonen
und bei normaler Salzaufnahme zwischen 0,1 und 0,7 pmol (50-250 pg) (46).
Aldosteron nimmt eine unentbehrliche Rolle in der Regulation des Salz- und
Wasserhaushaltes ein. Es bindet an spezifische Rezeptoren der Niere und steigert dort
iber die Aktivierung einer Natrium-Kalium-ATPase die Riickresorption von Natrium
und sekundir von Wasser sowie die Sekretion von Kalium (47).

Die Aldosteronfreisetzung unterliegt vor allem drei Hauptregulationsmechanismen: dem
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, dem Serumkaliumspiegel und dem ACTH-

Serumspiegel (48).

1.3.2 Glukokortikoide

Die bedeutendsten Glukokortikoide stellen das Cortisol und in geringerem Malle das
Cortison und Corticosteron dar. Die tégliche Cortisolsekretion betrdgt zwischen 40 und
80 pumol (15-30 mg) und zeigt eine ausgeprigte Tagesthythmik mit einem Maximum
am frithen Morgen und einem Minimum um Mitternacht (49). Die glukokortikoide
Wirkung beinhaltet die Glukoneogenese mit Glukoseproduktion aus Aminosiuren und
Glykolyse und damit Erhohung der Serumglukosekonzentration und Schaffung einer
katabolen Stoffwechsellage. Im Fettstoffwechsel steigern die Glukokortikoide die
Lipolyse in der Peripherie und sorgen fiir eine Umverteilung des Korperfettes. Sie
wirken aullerdem mineralokortikoid und verstirken die Katecholaminwirkung.
Schlieilich beeinflussen sie in vielfdltiger Weise das Immunsystem. Sie wirken
antiphlogistisch und antiallergisch durch Hemmung der Histamin-, Prostaglandin- und
Leukotrienfreisetzung (50). Die Cortisolausschiittung unterliegt unter anderem der
Kontrolle durch das in der Adenohypophyse gebiltete ACTH. ACTH ist ein
unverzweigtes Polypeptid aus 39 Aminosduren, das neben einer Reihe aqderer Peptide
aus dem Vorldufermolekiil Proopiomelanocortin (POMC) gebildet wird. Die
Freisetzung von ACTH wiederum wird durch das im Nucleus paraventricularis

gebildete hypothalamische Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) reguliert. Zwischen




den einzelnen Ebenen der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse besteht ein
enger Regelkreis mit negativem Feedback-Mechanismus.

Cortisol diffundiert wie alle Steroidhormone durch die Zellmembran hindurch und
bindet an intrazelluldre Rezeptoren, die verschiedene regulatorische Funktionen auf

transkriptioneller Ebene aufweisen.

1.3.3 Adrenale Androgene

Das wichtigste adrenale Androgen ist das Dehydroepiandrosteron (DHEA) sowie
dessen Schwefelsdureester DHEA-S. 15-30 mg dieser Verbindungen, die selbst nur
geringe androgene Wirkung besitzen, werden tiglich ausgeschiittet. Ihre Androgenitét
ist von der peripheren Konversion zu Testosteron abhingig.

Androgene regulieren u. a. die Ausbildung der sekundédren Geschlechtsmerkmale und
konnen bei Frauen bei gesteigerter Produktion zu Virilisierung fiihren. Die Freisetzung
der Nebennierenandrogene wird durch ACTH und nicht durch die Gonadotropine LH

bzw. FSH stimuliert.

1.4 Tumorose Verianderungen der Nebennierenrinde

Die Einordnung von Nebennierentumoren kann prinzipiell nach unterschiedlichen
Kriterien erfolgen (Dignitét, endokrine Aktivitdt, Ursprungsort).

Primidre NNR-Tumoren konnen unterteilt werden in benigne epitheliale Tumoren
(Nodus, Nodulus, Adenom), maligne epitheliale Verdnderungen (NNR-Karzinom) und
nichtepitheliale Tumoren (u. a. Myelolipom, Himangiom, Lymphom) (51).

Der Grofteil der adrenalen Tumoren ist klinisch unauffzllig und wird nur zufillig in der
Bildgebung entdeckt. Die Pridvalenz dieser sogenannten Inzidentalome wird auf
mindestens 1% in der Gesamtbevolkerung geschitzt, wobei eine Zunahme der
Hiufigkeit mit dem Alter verzeichnet wurde (6% in der Altersgruppe der 60-70jdhrigen)
(52, 53). Nur etwa 1% aller NNR-Tumoren ist maligne (10).




1.4.1 Das Nebennierenrindenadenom

NNR-Adenome treten relativ hdufig auf und stellen meist Zufallsbefunde dar. Auch hier
ist die endokrine Aktivitdt sehr unterschiedlich ausgeprédgt und kann zu verschiedenen
klinischen Erscheinungsbildern fithren.

Man differenziert zwischen Cortisol-, Aldosteron-, und Androgen-produzierenden
sowie endokrin inaktiven Tumoren. Adenome sind bei Diagnose meist grofer als 1 cm
im Durchmesser und weisen ein durchschnittliches Gewicht von etwa 20-50 g auf. Das
kritische Gewicht liegt bei ca. 100 g, da ab diesem Bereich héufig Zeichen der
Malignitit feststellbar sind (51). Die Atiologie ist bisher weitgehend unbekannt.
Cortisol-produzierende Neoplasien sind fiir etwa 15-20% der Fille eines Cushing
Syndroms verantwortlich.

Weitere Ursachen eines Hyperkortisolismus konnen neben dem Adenom das NNR-
Karzinom, das ACTH-produzierende Hypophysenadenom (M. Cushing, ca. 70% d. F.),
ektop ACTH-bildende Tumoren und sehr selten die mikro-/makronodulidre Hyperplasie
sowie eine ektope CRH-Bildung sein (54).

Aldosteron-produzierende Adenome werden bei 0,7%-2,2% der Patienten mit
Hypertension gefunden (55). Sie stellen unter den endokrin aktiven NNR-Adenomen
die hiufigste Untergruppe dar (51).

Das klinische Erscheinungsbild ist vor allem durch Hypertonie und Hypokalidmie

gekennzeichnet (55).

Tabelle 1: Klinik des Cushing Syndroms

Symptome/Befunde Hiufigkeit
Zentrale Adipositas 80— 100%
Hautverinderungen (Atrophie, Striae rubrae 80 — 100%
Diabetes mellitus/ gestorte Glukosetoleranz 40 - 90%
Muskelschwiche 30 - 90%
Hypertonie 75 -85%
GefiBfragilitit/ Himatomneigung 25 - 80%
Hirsutismus 60 — 80%
Zyklusstérungen/ Impotenz 55 - 80%
Psychische Auffilligkeiten 30-85%

Osteoporose 40 - 50%
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Tabelle 2: Klinik des primiren Hyperaldosteronismus

Symptome / Befunde Hiufigkeit
Hypertonie 100%
Hypokalidmie 50%
Polyurie, Nykturie 73%
Muskelschwiche 35%
Ldhmungen, Paristhesien 20%
Obstipation 15%

1.4.2 Das Nebennierenrinden-Karzinom

Das NNR-Karzinom ist eine insgesamt sehr seltene tumordse Verdnderung mit
heterogenem Erscheinungsbild und bislang unbefriedigenden Therapiemdoglichkeiten.
Die jdhrliche Inzidenz wird auf 0,6-1 : 1 Mio Einwohner beziffert (52, 56). Bevorzugtes
Erkrankungsalter des NNR-Karzinoms ist das 4. bis 5. Lebensjahrzehnt, es tritt jedoch
auch im Kindesalter auf und zeigt dort einen weniger aggressiven Verlauf (45, 57, 58).
Die Tumoren konnen betrichtliche GroBen mit Gewichten von mehr als 400 g und
mikroskopisch  alle  Differenzierungsgrade aufweisen. Zum  Zeitpunkt der
Diagnosestellung liegt meist (in ca. 70% d. F.) (52) bereits ein fortgeschrittenes Stadium
vor. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei etwa 22-35% (58-60). Klinisch unterscheidet
man zwischen endokrin aktiven (ca. 79%) (58) und endokrin inaktiven Tumoren, wobei
sowohl der Grad der endokrinen Aktivitdt als auch die Art der sezernierten Hormone
sehr unterschiedlich ausgeprigt sein kann (45, 56). Am hiufigsten findet man
Glukokortikoid-produzierende Karzinome, daneben Androgen- und selten Aldosteron-
oder Ostrogen-sezernierende Tumoren (51).

Die klonale Analyse verschiedener NNR-Karzinome zeigte ein monoklonales Muster
(61, 62). Man geht davon aus, dass Mutationen verschiedener Onkogene sowie Tumor-
Suppressor-Gene an der Tumorgenese beteiligt sind. Bisherige Untersuchungen zeigten
u. a. Mutationen des p53-Tumor-Suppressor-Gens, loss of heterozygosity am Locus
11p15, assoziiert mit IGF II-Uberexpression oder Deletionen im ACTH-Rezeptor-Gen

(52, 63). Insgesamt ist die Pathogenese bisher jedoch relativ unverstanden.
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1.4.3. Therapie der NNR-Neoplasien

Beziiglich des Procedere zufillig entdeckter Nebennierenraumforderungen fand im
Februar 2002 eine NIH-Konsensuskonferenz statt, in der eine einheitliche Empfehlung

fiir Diagnostik und Therapie erarbeitet wurde.

Chirurgische Therapie:

Tumoren mit Malignitdtsverdacht, endokrin aktive NNR-Tumoren, sowie endokrin
inaktive Tumoren ab einer GroBe von 6 cm Durchmesser sollten operativ entfernt
werden (55). Die laparoskopische Adrenalektomie ist hierbei v. a. fiir die Entfernung
benigner Tumoren zur Methode der Wahl geworden (55,64), wihrend Tumoren mit
Malignitétsverdacht weiterhin konventionell operativ entfernt werden sollten.

Bei endokrin inaktiven Tumoren <6 cm Durchmesser empfiehlt sich zunéchst ein
konservatives Vorgehen mit regelmiBiger Verlaufskontrolle in 6-12-monatigen

Abstinden.

Medikamentdse Therapie:

Die wichtigste Substanz in der Therapie inoperabler bzw. metastasierter NNR-
Karzinome ist Mitotane (o-p-DDD, Lysodren®). Es besitzt eine gute adrenotoxische
Potenz und wirkt dariiberhinaus durch Inhibition der Enzyme P450scc und P450cl1
adrenostatisch. Insgesamt ist die Wirksamkeit sehr variabel und die vielfiltigen
Nebenwirkungen (v. a. gastrointestinale und zentralnervise) spielen hiufig eine
limitierende Rolle (55, 59, 65). Eine Tumorregression konnte in 15-60% der Fille
beobachtet werden, anhaltende Remissionen kommen in seltenen Féllen vor (66-69). In
den letzten Jahren ging man dazu iiber, ein genaues Serumspiegel-Monitoring
durchzufithren, um eine Langzeitbehandlung bei geringeren Nebenwirkungen zu
erreichen (56).

Einige Chemotherapeutika wie Doxorubicin, Etoposid, 5-Fluorouracil, Methothrexat,
Cisplatin, Suramin, Taxol u. a. wurden ebenfalls, meist jedoch mit nur sehr

unbefriedigendem Ergebnis, eingesetzt (56, 70-73).




Die autonome Produktion von Steroiden macht meist eine adrenostatische Behandlung
notwendig. Hierfiir stehen verschiedene Inhibitoren der Steroidbiosynthese zur

Verfiigung, die im folgenden Kapitel z. T. néher besprochen werden sollen.

Strahlentherapie:

Beziiglich der Strahlentherapie herrschen unterschiedliche Auffassungen. Eingesetzt
wird sie zur postoperativen Tumorbettbestrahlung zur Priavention eines Lokalrezidivs

und in der Behandlung von Knochenmetastasen.

1.5 Adrenostatika

Adrenostatika wirken durch Inhibition der Cytochrom P450-abh'aingiéen Enzyme.
Hiufig klinisch verwendete Substanzen sind Ketokonazol (Nizoral®), bei exzessiver
Kortisolsekretion oder zur OP-Vorbereitung Etomidat (Hypnomidate®), sowie die in der
Tumortherapie eingesetzten Substanzen Metyrapon und Aminogluthetimid (54, 74).
Dartliberhinaus existieren noch eine Reihe weiterer adrenostatisch wirkender

Substanzen, die in Tabelle 3 aufgefiihrt sind.
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Eine Ubersicht iiber die 0. g. Adrenostatika und die von ihnen inhibierten Enzyme soll

die folgende Tabelle geben (75):

Tabelle 3: Ubersicht iiber einige Adrenostatika und die durch sie gchemmten

Enzyme
Ketokonazol P450c17
P450cl1
P450scc
Etomidat P450c11
P450scc
P450c17 (in sehr hohen Konzentrationen)
Metyrapon P450cl1
P450scc
Aminoglutethimid P450scc
Aromatase
Trilostane 3-B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
1.5.1 Etomidat

N
|

CH-CH,

N
/
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Etomidat wird heute als Kurzzeitanidsthetikum eingesetzt. In klinischer Anwendung
befindet es sich seit 1972, damals verwendete man es im Wesentlichen zur
Narkoseeinleitung als auch zur Langzeitsedierung von Intensivpatienten. Daneben
findet es auch Anwendung in der kurzfristigen Therapie des Cushing Syndromes (76,

77). Seine andsthetische Wirkung erhdlt es durch GABA-agonistischen und
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entsprechend ddmpfenden Effekt auf die Formatio reticularis. Als Vorteile gelten das
Fehlen einer kardiovaskuldren Depression und der fehlende Anstieg des
Histaminspiegels. Der Abbau erfolgt iiber die Leber.

Etomidat ist ein substituiertes Imidazolderivat und besitzt so eine strukturelle
Verwandtschaft mit einigen Antimykotika wie beispielsweise Ketoconazol und

Miconazol, fiir die ebenfalls eine adrenostatische Wirkung gezeigt werden konnte.

1983 berichteten Ledingham and Watt liber einen Anstieg der Mortalitidt ihrer
Intensivpatienten nach Langzeitsedierung mit Etomidat (78). Darauthin durchgefiihrte
Untersuchungen zeigten eine Suppression der Cortisol-, Corticosteron- und
Aldosteronspiegel sowie erhdhte Plasma-ACTH-Konzentrationen und eine fehlende
NNR-Stimulierbarkeit durch ACTH (79-82).

In zahlreichen in-vitro-Untersuchungen an verschiedenen Modellen und auch in vivo
konnte gezeigt werden, dass Etomidat die P450c11-Hydroxylase sowie das P450scc-
Enzym dosisabhingig hemmt (83-92). Auch ein schwacher inhibitorischer Effekt auf
das P450c17-Enzym (17,20-Desmolase) konnte festgestellt werden (74, 90). Den
stirksten Effekt zeigt Etomidat auf die P450cl1-Hydroxylase und bereits in
Konzentrationen unterhalb der sedierenden Dosis besteht eine effektive Suppression der

Cortisolsynthese (82).

1.5.2 Metyrapon (MTP)

CH;
/ N\_\_._/ N\
N== Lﬁsll) =N

Das Pyridinderivat Metyrapon (Metopiron®) wirkt in niedrigen Konzentrationen
inhibitorisch auf das P450cl1-Enzym (ICsp 3,5 uM) und in héoheren
Konzentrationenauch auf das P450 scc-Enzym (ICso 17uM) (198-200). Es dient der
Behandlung des Hyperkortisolismus, wird aber auch zu diagnostischen Zwecken
eingesetzt (55, 74, 85).

Der Hemmmechanismus ist kompetitiv und reversibel (93).
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1.5.3 Aminoglutethimid (AG)

Cylls

NH;

H

Aminoglutethimid, ein antikonvulsiv  wirkendes Medikament, zeigt seine
adrenostatische Wirkung durch Hemmung des P450scc-Enzyms (ICsg 10piM). Daneben
inhibiert es die Aromatase-Aktivitdt und fand daher neben seinem Einsatz in der
Therapie des Cushing Syndroms Anwendung in der Therapie von Mamma- und

Prostata-Karzinom (74, 75, 94, 95).

1.6 ACTH und ACTH-Rezeptor

Die Synthese der adrenalen Glukokortikoide und Androgene wird vorwiegend durch
das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) stimuliert (111-113).
Hauptsignaltransduktionsweg des ACTH ist der Adenylatzyklaseweg mit folgender
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) durch cAMP, aber auch andere Kaskaden wie
der Proteinkinase C- und der Lipoxygenaseweg sowie die MAP-Kinasen kénnen durch
ACTH aktiviert werden (114-119).

Der ACTH-Rezeptor (ACTH-R) gehort als MC2-Rezeptor zur Gruppe der
Melanocortin-Rezeptoren. Diese wiederum gehdren der Familie der G-Protein-
gekoppelten (heptahelikalen) Rezeptoren an, die sich unter anderem durch sieben
transmembranose Doménen auszeichnen (120).

Der ACTH-R ist mit seinen 297 Aminosduren einer der kiirzesten G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren und weist ein Molekulargewicht von 33kD auf. Er wird vor

allem in der NNR, insbesondere in den Zonae glomerulosa und fasciculata exprimiert,




daneben lief sich ACTH-R-mRNA in der Haut und in Nagetieradipozyten nachweisen
(114, 120).

Schon bevor die Klonierung des ACTH-R-Gens durch Mountjoy et. al. im Jahr 1992
gelang (121), stellte man fest, dass die Expression von ACTH-Bindungsstellen in
menschlichen NNR-Zellen durch ACTH hochreguliert wurde (114). Diese
ungewohnliche Hochregulierung eines Rezeptors durch den eigenen Liganden wurde in
spéteren Studien bestitigt (122). In der ACTH-R-Promotor-Region fanden sich mehrere
cAMP-response-elements (123). Mutationen, die eine Forskolin- und ACTH-Resistenz
der Adenylatzyklase bedingen, fiihrten zu einem Verlust der ACTH-R-Expression
(124). Daneben belegen Studien auch eine vermehrte ACTH-R mRNA-Expression
durch Angiotensin II (122, 125, 126). Untersuchungen der Gruppe um Durand an
Schafs-NNR-Zellen wiesen eine Steigerung der cAMP-Antwort sowie der
Steroidogenese auf ACTH nach Langzeitbehandlung mit Glukokortikoiden nach (127).
Es lieB sich spiter eine gesteigerte ACTH-R-mRNA-Expression feststellen (128). Die
Behandlung mit Aminoglutethimid (AG) oder Metyrapon (MTP) fiihrte zu einer
Verminderung der ACTH-R-mRNA-Synthese, die durch die Substitution von
Hydrocortison sowie durch Erhdhung der intrazelluldren cAMP-Konzentration durch
Forskolin reversibel war (128, 129).

Die ACTH-R-Expression ist supprimierbar durch den Transkriptionsfaktor DAX-1
(dosage-sensitive sex reversal adrenal hypoplasia congenita critical region on the X
chromosome gene 1) (114, 130, 131).

Eine Rolle des ACTH-R in der adrenalen Tumorgenese als Onkogen scheint von eher
geringer Relevanz zu sein. Bisher fanden sich keine aktivierenden ACTH-R-Mutationen
(114, 132, 133). Die ACTH-R mRNA-Expression in endokrin inaktiven Adenomen und
Karzinomen ist niedrig, wihrend sie in Cortisol- und Aldosteron-produzierenden
Adenomen relativ hohe Werte erreicht (114, 132, 134). Der ACTH-R scheint eher als
Differenzierungsfaktor zu fungieren, ein sogenannter loss of heterozygosity (LOH) in

Nebennierentumoren war assoziiert mit einem undifferenzierten Phéanotyp (114, 133).




1.7 Der Zelzyvklus

Der Zellzyklus lédsst sich formal in zwei Hauptphasen unterteilen: die Mitose- (M-)
Phase und die Interphase. In der M-Phase teilen sich zunéchst der Zelikern mit den
Chromosomen, danach folgt in der Zytokinese die Teilung des Zytoplasmas, so dass am
Ende zwei Tochterzellen entstehen. Zwischen den aufeinanderfolgenden mitotischen
Zellteilungen liegt jeweils die Interphase, die in jedem Zellzyklus in der Regel etwa
90% der Zeit in Anspruch nimmt, wobel die Zyklusdauer von Zelltyp zu Zelltyp stark
variiert. In dieser Phase finden Zellwachstum mit Proteinsynthese und Produktion
zytoplasmatischer Organellen sowie Chromosomenreplikation statt. Die Interphase
besteht aus drei Wachstumsabschnitten, die man in der Reihenfolge ihres Ablaufes als

G1- (vom englischen ,,gap‘), S- (DNA-Synthese) und G2-Phase bezeichnet.

Eine Reihe chemischer und physikalischer Faktoren dient als Regulationsmechanismus
fiir die Zellteilung. So konnten beispielsweise einige Wachstumsfaktoren wie bFGF,
IGF, PDGF, TGF-B3, CSF1, EGF und NGF (10, 15). identifiziert werden. Auch die
Zelldichte scheint eine wichtige Rolle zu spielen, so dass es in gesundefn Gewebe zu
einer sogenannten dichteabhingigen Zellteilungshemmung kommt, die jedoch bei
Tumorzellen meist aufgehoben ist. Eine wichtige Rolle spielen hier offensichtlich eine
Reihe von Membranproteinen wie beispielsweise die Integrine, die Einfluss auf
intrazelluldre Signaltransduktionswege besitzen (96).

An wichtigen Uberg'zingen von einer Phase zur nichsten existieren Kontrollpunkte (,,cell
cycle checkpoints®). Ein entscheidendes Stadium fiir die Steuerung der Zellteilung ist
die G1-Phase des Zellzyklus. Ein besonderer Kontrollpunkt liegt in der G1-Phase kurz
vor Beginn der DNA-Synthesephase, auch als START- oder Restriktions-Punkt
bekannt. An diesem G1-Kontrollpunkt entscheidet sich, ob eine weitere Verdoppelung
stattfindet, oder ob die Zelle den Zellzyklus verlédsst und in einen Ruhezustand, in die
Go-Phase iibergeht. Werden solche Kontrollpunkte iiberschritten, herrscht ein ,,Alles-
oder-Nichts“-Gesetz und die folgenden Abldufe laufen automatisch bis zum nichsten
Kontrollpunkt weiter. Die meisten Zellen des menschlichen Korpers befinden sich in

der Gy-Phase.
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Als molekularer Zeitgeber, der den Takt der aufeinanderfolgenden Vorgidnge im
Zellzyklus  bestimmt, wirken rhythmische Aktivitdtsschwankungen bestimmter
Regulatorproteine. Darunter befinden sich einige Proteinkinasen, Phosphatasen und die
sogenannten Cycline, deren Konzentration einem zyklischen Wechsel von Synthese und
Abbau unterliegt. Eine Proteinkinase, die zur Steuerung des Zellzyklus beitrigt, wird
nur dann aktiv, wenn sie an ein bestimmtes Cyclin gekoppelt ist, daher auch die
Bezeichnung ,,cyclinabhingige Proteinkinasen (cyclin-dependent kinases, Cdks). Jede
einzelne Cdk ist wihrend des Zellzyklus stets in der gleichen Konzentration vorhanden,
aber ihre Aktivitdt variiert mit den Konzentrationsschwankungen des jeweilig
spezifischen Cyclins, mit dem sie einen Cyclin-Cdk-Komplex bildet. Die einzelnen
Phosphorylierungsschritte unterliegen also der Kontrolle der Cycline. Bisher konnten 16
verschiedene Cycline identifiziert werden (97).

Der Cyclin-Cdk-Komplex muss wiederum durch Phosphorylierung durch einen groRen
Kinase-Komplex (CAK, Cdk activating complex) in die aktivierte Form gebracht
werden und ist fiir eine Reihe verschiedener Schritte verantwortlich. So fiihren
beispielsweise die Phosphorylierung von Histonen zur Kondensation der
Chromosomen, oder von Proteinen der Kernlamina zum Zerfall der Kernhiille (98-100).
Eine inhibitorische Wirkung auf die Cyclin-Cdk-Komplexe kann durch sogenannte
Cyclin-abhingige Kinase-Inhibitoren (CKI) ausgeiibt werden.

Man vermutet, dass die verschiedenen in die Regulation des Zellzyklus eingebundenen
Proteine auch einer hormonellen Kontrolle unterliegen. Transkriptionsfaktoren, die
Hormon-vermittelte Signaltransduktionswege vermitteln, konnen durch Cycline
reguliert werden, verschiedene nukleédre Rezeptoren, darunter der
Glukokortikoidrezeptor werden durch Cyclin-Cdk-Komplexe phosphoryliert und
aktiviert. Angiotensin II beispielsweise konnte bei NCI-h295-Zellen die G1-Phasen-
Progression durch Induktion der Cyclin-D1-Promoter-Aktivitidt mit vermehrter Cyclin-
DI1-mRNA-Synthese stimulieren (101).

Ein wichtiger Signaltransduktionsweg, iiber den viele Wachstumsfaktoren ihren
Proliferationsreiz vermitteln, ist die MAP-Kinase-Kaskade (s. Abb. 3). Mindestens drei
parallele MAPK sind identifiziert worden (ERK, SAPK, auch als JNK bekannt, und
p38). MAPK-Kaskaden werden durch Wachstumsfaktoren oder Stresssignale stimuliert.

Ziele fiir aktivierte MAPK konnen Proteine im Zytoplasma, der Zellmembran oder
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Zytoskelett sein, die phosphoryliert werden, oder sie konnen in den Zellkern
translozieren, wo sie Transkriptionsfaktoren aktivieren oder induzieren, die wiederum
dazu fiihren, dass bestimmte fiir das Zellwachstum oder auch Zelltod (Apoptose)
wichtige Gene exprimiert werden. Insbesondere der MAPK/Erk-Weg ist eng mit
Zellproliferation und Zelldifferenzierung verkniipft (102) .

Abbildung 3 Der MAPK-Signaltransduktionsweg
Stress,
Stimutus Growth Factors, Inflammatory Cytokines,
Mitogens Growth Factors

'

MAPKKK
MAPKEK
MAPK
Biologicatl Growth, Inflammation,
Response Differentiation, Apoptosis,
Development Growth,
Differentiation

Ubersicht iiber die 3 Hauptwege der MAPK-Kaskade ERK, p 38 und JNK. Die Aktivierung erfolgt iiber
eine Kaskade einzelner Kinasen im Schneeballsystem und fiihrt iiber Phosphorylierungen zur Zellantwort.

£
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1.8 Zelltod: Apoptose und Nekrose

Ein ausgeglichenes Verhiltnis zwischen Zellproliferation und Zelltod ist unabdingbar
fiir Entwicklung und Funktion eines Organismus. Apoptose ist eine genetisch regulierte
Form des Zelltodes und gliedert sich in mehrere aufeinanderfolgende Schritte:
Induktion durch Triggerfaktoren, Aktivierung einer Proteasenkaskade und in vivo
Phagozytose (103). Abhingig von den jeweiligen Triggerfaktoren konnen verschiedene
Aktivierungswege beschritten werden: iiber sogenannte ,,death receptors* wie Fas- oder
TNF-Rezeptoren, durch das Fehlen von ,,survival factors® wie Interleukine oder IGF-1
oder Storungen im Zellmetabolismus oder durch direkte DNA-Schidigung durch
Strahlen oder zytotoxische Substanzen (104). Alle diese Mechanismen resultieren
letztendlich in der Aktivierung der sogenannten Caspase-Kaskade, an deren Ende durch
proteolytische Spaltung Zellschrumpfung, Chromatinkondensation, Kernfragmentierung
und damit Tod der Zelle stehen (103, 105) Caspasen liegen als inaktive Procaspasen
vor, die erst wihrend der Kaskade aktiviert werden miissen. Die Procaspasen und
andere beteiligte Proteine werden permanent durch gesunde Zellen produziert, so dass
der Apoptoseprozess sehr schnell vollzogen werden kann und oft weniger als eine
Stunde dauert (106, 107). Bisher konnten aus humanen Zellen bereits mehr als 10
verschiedene Caspasen isoliert werden (103). Es sind zwei Hauptwege der Apoptose
bekannt: Ein Weg verlduft {iber die Initiierung durch Zelloberfldchenrezeptoren (,,death
rceptors®) wie Fas und TNFa, die die Caspase 8 iiber sog. Adaptormolekiile wie
TRADD (TNF receptor I-associated death domain protein) und FADD aktivieren. Der
mitochondriale Weg wird durch Proteine der Bcl-2-Familie vermittelt, die in der
duBeren Mitochondrienmembran lokalisiert sind. Den letzten Schritt stellt-auch hier die
Caspase-Kaskade (Caspase-9-Caspase-3-Kaskade) dar, die durch Freisetzung von
Cytochrom c aus den geschiddigten Mitochondrien getriggert wird (108, 109). Die Bcl-
2-Familie ist die bisher am besten untersuchte Genfamilie und umfasst mehr als 20
Mitglieder, darunter sowohl pro- (z. B. BAD), als auch antiapoptotische (z. B. Bcl-2,
Bx) Gene (104). Im gesamten Apoptoseprozess fungieren eine Vielzahl an pro- und

antiapoptotischen (IAP, inhibitors of apoptosis) Faktoren als Regulativ (108, 110).
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Einer der frithesten Verdnderungen wihrend der Apoptose ist die Verlagerung von
Phosphatidylserin von der inneren an die duflere Seite der Zellmembran, ein Schritt, der
die Zelle fiir phagozytotische Zellen markiert (106).

Im Gegensatz zur anderen Form des Zelltodes, der Nekrose, findet man apoptotische
Prozesse auch unter physiologischen Bedingungen. Es handelt sich um einen ATP-
abhingigen Prozess, die Plasmamembran bleibt lange Zeit intakt, und es ldsst sich keine
entziindliche Reaktion des umliegenden Gewebes nachweisen (103, 107). Die Nekrose
ist das irreversible Endstadium einer hypoxischen, toxischen, physikalischen,
mikrobiellen oder auch immunologischen Zellschddigung, bei der die Mechanismen der
Apoptose nicht zum Zuge kommen. Durch Schidigung der Membranen,
Elektrolytverschiebungen, erniedrigten pH-Wert u.a. denaturieren die Zellproteine und
es kommt zur enzymatischen Auflosung der Zell- und Gewebsbestandteile. Die
Zellzerfallskomponenten, aber auch vor dem Zelltod sezernierte Faktoren wirken
chemotaktisch und rufen eine Entziindungsreaktion hervor. Die Nekrose wird erkennbar
durch einen Zerfall der Zellorganellen, die zusammen mit den denaturierten Proteinen
schollige =~ Strukturen im Zytoplasma bilden. Durch Ansammlung saurer
Stoffwechselprodukte denaturieren Proteine und prézipitieren. Die Integritit von
Membranen kann aufgrund des Sauerstoffmangels nicht mehr aufrecht erhalten werden,
Lysosomen geben damit ihren Inhalt frei. Die Kerne werden klein, zerkriimeln

(Kernpyknose und Karyorrhexis) und 16sen sich schlielich auf (Karyolyse) (103, 107).

L
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1.9 Die Fragestellung dieser Arbeit

In bisherigen Untersuchungen konnten fiir die adrenostatisch wirkenden Substanzen
Aminoglutethimid und Metyrapon neben ihrer inhibitorischen Wirkung auf die
Steroidbiosynthese auch eine Suppression der Expression verschiedener
Steroidbiosyntheseenzyme sowie des ACTH-Rezeptors nachgewiesen werden (128,
129).

Da Etomidat eine sehr hohe adrenostatische Potenz besitzt, sollten in dieser Arbeit die
Effekte von Etomidat auf wichtige zellbiologische Mechanismen adrenaler Zellen z. T.

mm Vergleich mit MTP und AG untersucht werden.

Es ergaben sich hierbei folgende Fragestellungen :

1. Welche Effekte hat die Inkubation von NNR-Zellen mit Etomidat auf die

adrenale Steroidbiosynthese ?

2. Lassen sich fiir Etomidat Auswirkungen auf die ACTH-Rezeptor-

Expression nachweisen ?

3. Gibt es einen Effekt von Etomidat auf das Proliferationsverhalten

adrenaler Tumorzellen ?

Als Modell wurde die humane NNR-Karzinomzelllinie NCI-h295 gewiihlt. Daneben
wurden zum Vergleich Untersuchungen auch an verschiedenen anderen Zellmodellen
(Y-1-, SW-13, Rinder-Nebennierenpriméarkultur-, HT-29- und MCF-7-Zellen)
durchgefiihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Verbrauchsmaterialien/Reagentien

Firma

o->*P-dCTP Amersham Buchler, Braunschweig
Random Primed DNA Labeling Kit Boehringer Mannheim
RIA  Assays fiir Cortisol, 17-OH-P, DHEA-S, | DPC/Biermann, Bad Nauheim

Aldosteron und Androstendion

RPMI 1640 Medium, MEM Medium, Leibovitz .15
Medium, FCS, Horse serum, BSA, Trypan blau

Life Technologies, Eggenstein

RNeasy Total RNA Kit, Qiashredder, Qiuaex Gel

extraction Kit, Qiabran Nylon Membran

Qiagen, Hilden

AG, MTP, Forskolin, Hydrocortison, DMSO, Insulin,
Selenium, Transferrin, DEPC, MOPS-Puffer, Agarose,
MTT, DMEM/HAMS F12, I,
Desoxyribonuklease I, Hepes, Percoll, IBMX

Kollagenase

Sigma, Deisenhofen

Maus-B-ActincDNA, Quickhyb, Salmon sperm DNA,

Nuc Trap purification columns

Statagene, Heidelberg

ACTH, 54 (Synacthen®)

Ciba-Geigy, Wehr

Etomidat (Hypnomidate®)

Janssen-Cilag, Neuss, Belgien

Ethanol, Isopropanol, Osmiumtetroxid, Propylenoxid

Karl Roth KG, Karlsruhe

Cacodylsdure Natriumsalz, Uranylacetat

Merck, Darmstadt

RIA fiir cAMP

Immunotech

Alle Reagentien fiir FACS-Analyse

Becton Dickinson, Heidelberg

Antikorper gegen phospho ERK, ERK, SF1

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

Antikorper gegen MC2-Rezeptor

Abcam, Cambridge, GB

Antikorper gegen phosoho p38, p38

Cell Signaling Technology, Frankfurt

Antikorper gegen 3-Actin

Sigma, Deisenhofen

Antikdrper gegen StAR, P450scc

Freundliche Gabe von WL Miller, San Francisco

Antikorper gegen DHEA-ST

Freundliche Gabe von M Coughtrie, Dundee, GB

Anti-rabbit- und anti-mouse-Zweitantikérper, ECL

detection reagent

Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, GB

Zellen

HT29, MCF7, SW13 European Collection of Animal Cell Cultures
(ECACC), Salisbury, GB
NCI-h-295, NCI-h-295 R ATCC, USA
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2.2.1 Zellkultur

2.2.2 NCI h295 Zellen

Die NCI-h295-Zellen sind eine humane Nebennierenrindenkarzinomzellinie. Sie wurden
1980 bei einer damals 48jdhrigen Patientin isoliert, die an einem NNR-Karzinom mit
Glukokortikoid-, Mineralokortikoid- und Androgenexzess litt. Es handelt sich um sehr
differenzierte Zellen, die nahezu alle fiir die adrenale Steroidbiosynthese relevanten Enzyme
und {iber 30 verschiedene Hormone produzieren (135-138).

Zusdtzlich exprimieren die Zellen unter anderem den ACTH-Rezeptor (122), den
Androgenrezeptor (139), sowie Rezeptoren fiir Angiotensin-II, IGF-I, ANP, Endothelin-1 und
Glukokortikoide (140 — 145).

NCI-h-295-Zellen sind sowohl als Suspensions- als auch als adhirent wachsende Zellen

erhiltlich. Experimente wurden mit beiden Formen dieser Zellinie durchgefiihrt.

Die Suspensionszellen wurden in SIT-Medium: RPMI-1640 Medium mit Zusatz von Insulin
(5 pg/ml), Transferrin (0,1 mg/ml), Natriumselenit (5,2 ng/ml) und 5% fetalem Rinderserum
(FCS) in 175 cm® Flaschen bei 37°C kultiviert. Es erwies sich als vorteilhaft fiir das
Zellwachstum, bei jedem Mediumwechsel ca. 20% des alten Mediums wiederzuverwenden,

moglicherweise werden einige relevante Wachstumsfaktoren von den Zellen selbst produziert.

Die adhidrent wachsenden NCI-h295- Zellen wuchsen in definiertem DMEM/Ham’s F12-
Medium mit 15 mM HEPES. Als Zusidtze wurden Insulin (6,25 pg/ml), Transferrin (1
mg/ml), Natriumselenit (6,4 ng/ml), bovines Serumalbumin BSA (1,25 mg/ml) und Nu-

Serum 2,5% hinzugefiigt.

Unter diesen Bedingungen vermehrten sich die Zellen mit einer Verdopplungsdauer von ca.
96 Stunden relativ langsam.

Fir die Experimente wurde der Serumanteil auf 2% reduziert.
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2.2.3 Y-1Zellen

Diese Zellinie stellt eine adhérent wachsende hormonproduzierende
Nebennierenrindenkarzinomzellinie der Maus dar. Sie wurde 1966 durch Yasumura et al
etabliert (146). Die Zellen produzieren eine grofle Zahl verschiedener Steroidhormone und
zeigen eine gute ACTH-Antwort (147, 148). Die Zellen wurden kultiviert in Ham’s
F10/DMEM-Medium (1:1) mit Zusatz von Horse-Serum 7,5%, FCS 2,5% und L-Glutamin
(200 mM) (93).

22.3 SW-13 Zellen

Diese von Leibovitz et al 1973 (149) etablierte humane NNR-Karzinomzelllinie produziert
keine Gluko- und Mineralokortikoide und nur geringste Mengen an Androgenen (150). In
ihrem Kulturmedium konnten Adrenomedullin und Endothelin-1 nachgewiesen werden (14).
Die Zellen exprimieren weder den ACTH-Rezeptor noch Steroidbiosyntheseenzyme in
nachweisbarer Menge. Somit wurden sie sowohl als Negativkontrollen beim Northern-Blot-
Verfahren als auch bei den Proliferationsstudien mit adrenostatisch wirkenden Substanzen
eingesetzt.

Sie wachsen adhédrent bei 37°C unter CO, - armen Bedingungen in Leibovitz L-15 Medium

mit 10 % FCS.

2.2.4 MCF-7- Zellen und HT-29- Zellen

Sowohl MCF-7, eine humane Mamma-Ca-Zelllinie als auch die HT-29-Zellinie, eine humane
Colon-Ca-Zelllinie, dienten als nichtadrenale Vergleichszellpopulation.

Das Kulturmedium fiir die MCF-7-Zellen bestand aus MEM, NEAA 1%, FCS 10% und
Glutamin 2 mM.

Die HT-29- Zellinie wurde in MEM mit NEAA 1%, FCS 10%, Glutamin 2mM und HEPES-
Puffer 4 mM kultiviert.
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2.2.5 Rinder-NNR-Primirkultur

Um unsere Versuche auch mit nichtneoplastischen NNR-Zellen durchfithren zu konnen,
wurden Primérkulturen aus Rindernebennieren angefertigt. Die Pridparation erfolgte nach dem
modifizierten Protokoll von Weber et al. (151).

Die Nebennieren stammten aus dem Schlachthof Wiirzburg. Sie wurden direkt nach Tétung
des jeweiligen Rindes entfernt und in ein Gefiss mit PBS auf Eis gegeben. Das PBS enthielt
Gentamicin (52 pg/ml) und Amphotericin B (0,5 pg/ml).

Unter der sterilen Werkbank wurde das umgebende Fettgewebe ohne Verletzung der Kapsel
vollstindig entfernt und die Nebenniere in ein frisches Glas eiskalten PBS mit
Antibiotikazusatz iiberfiihrt.

In weiteren Schritten wurden die Nebennieren geviertelt, das Nebennierenmark
herauspréipariert und die Kapsel-Rindenanteile in serumfreiem Medium gesammelt. Mit dem
Skalpell liess sich nun das Rindengewebe von der Kapsel abschaben, es wurde in
Waschmedium in 50 ml Zentrifugenrshrchen gesammelt und anschliessend 8 min bei 800
U/min zentrifugiert.

Der Verdauungsschritt zur Zellvereinzelung erfolgte mit Hilfe Collagenase II- (1 mg/ml) und
DNAse- (75 pg/ml) haltigen Mediums tiber ca. 75 min bei 37°C.

Die anschliessende Filtration wurde zunichst mit Hilfe eines feinen sterilen Edelstahlsiebes,
danach mit einer sterilen Gaze (50 um Lochdurchmesser) durchgefiihrt. Das Filtrat wurde
folgend mit 37°C warmem Waschmedium aufgefiillt und erneut zentrifugiert. Um die NNR-
Zellen von den iibrigen Gewebsbestandteilen weitmdglichst zu separieren, wurde das
Zellpellet in 20 ml 37°C warmer, der erwiinschten Dichte von 1,07 g/ml entsprechend
verdiinnter Percoll-Lésung aufgenommen und erneut fiir 10 min bei 2000 U/min zentrifugiert.
In der oberen Schicht sammelten sich die NNR-Zellen, die man nun vorsichtig absaugen und
in Waschmedium aufnehmen konnte. Nach zwei weiteren Waschvorgéingen mit 5 miniitiger

Zentrifugation bei 1400 rpm wurden die Zellen in einer Dichte von 10° Zellen/ml ausgesit.

Als Wachstumsmedium wurde DMEM Ham’s F12 mit Zusatz von 10% FCS, 5% Horse
Serum, Glutamin, Gentamicin und Amphotericin B verwendet.
Ein erster Mediumwechsel wurde nach 24 Stunden durchgefiihrt. Nach zwei bis drei Tagen

konnten Experimente durchgefiihrt werden.
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2.3 Hormonanalysen

Die Hormonanalysen wurden mittels kommerziell erhéltlichem Radioimmunoassays (RIA)-
Kit der Firma DPC/Biermann durchgefiihrt. Hierbei konkurrieren J'*°-markierte Hormone
(Tracer) in definierter Menge mit den zu bestimmenden Hormonen des Testserums um eine
begrenzte  Anzahl  entsprechender  spezifischer  Antikorperbindungsstellen.  Die
hochspezifischen Antik&rper waren meist an Polypropylenrdhrchen immobilisiert. Die Menge
von J'®-markiertem Antigen, das an die Antikorper gebunden ist, ist umgekehrt proportional
zur Analytkonzentration der Probe. Nach einer entsprechenden Inkubationszeit erfolgte die
Trennung von freiem und gebundenem Antigen durch Dekantieren des Rohrcheninhaltes. Die
genaue Hormonkonzentration der Einzelprobe wurde anhand einer mittels Standardproben
erstellten Eichkurve ermittelt.

Die Messung erfolgte mittels y-Counter. Es wurden stets Doppelbestimmungen durchgefiihrt,
aus denen der Mittelwert errechnet wurde. Die Arbeitsschritte wurden streng nach der
Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. NCI-h295-Zellen wurden fiir 48 Stunden mit oder
ohne ETO in verschiedenen Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend erfolgte die

Hormonbestimmung wie beschrieben.

2.4 Messung des intrazelluliren cAMP-Gehaltes

Nach 48-stiindiger Inkubation der Zellen in 24-well Platten mit bzw. ohne ETO (0,6-60 uM)
erfolgte eine 10-miniitige Stimulation mit 10 nM ACTH. Zur Messung der basalen cAMP-
Produktion diente ein weiterer Ansatz, bei dem keine ACTH-Stimulation erfolgte. Das
Kulturmedium enthielt wihrend des Stimulationsschrittes zusitzlich den Phosphodiesterase-
Inhibitor 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX). Die Zelllyse erfolgte bei 4°C in Ethanol/HCI
(pH 3), anschlieBend wurde eine Np-Abdampfung bei 37°C im Wasserbad durchgefiihrt. Fiir
die weiteren Schritte verwendeten wir einen kommerziellen cAMP-Kit der Firma
Immunotech, wobei die Bestimmung des cAMP-Gehaltes nach den Prinzipien des

Radioimmunoassays (s. 0.) erfolgte.
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2.5 Das Northern Blot- Verfahren

2.5.1 Prinzip

Ziel des Northern-Blot Verfahrens ist der qualitative und semiquantitative Nachweis
spezifischer mRNA-Sequenzen. Das Verfahren, das in Anlehnung an den Southern-Blot
(152) von Alwine et al. 1977 (153) entwickelt wurde, besteht aus mehreren Teilschritten, die

im weiteren kurz beschrieben werden.

Im ersten Schritt wird die RNA gelelektrophoretisch nach ihrer GriéBe aufgetrennt, wobei die
Nukleinséuren als negativ geladene Molekiile im elektrischen Gleichstromfeld in Richtung
Kathode laufen. Die verschieden langen RNA-Molekiile wandern aufgrund ihrer
unterschiedlichen Ladung und Masse mit unterschiedlicher Geschwindigkeit und werden

dabei in einzelne Fraktionen aufgetrennt.

Um die RNA im weiteren Verlauf genauer untersuchen zu kénnen, muss diese zuvor auf
einer Membran fixiert werden. Der Transfer der RNA aus dem Gel auf die Membran erfolgte
mittels Kapillarblotting-Verfahren. Hierbei wird Puffer durch Kapillarkraft aus einer
Vorratswanne durch das Gel und die Membran hindurch in eine Lage saugfihiger Tiicher
gesogen. Die Nukleinsduren werden somit aus dem Gel an die Membranoberfliche

transportiert und heften sich dort an.

Durch kurze Bestrahlung der Membran mit UV-Licht (254 nm) verbindet sich ein kleiner
Teil der Basen der RNA mit den positiv geladenen Gruppen der Nylonmembran, so dass die
RNA irreversibel fixiert bleibt ( sog. Crosslinking). Die so immobilisierten RNA-Fragmente
werden anschlieBend mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde hybridisiert (154) und nach
einigen Waschschritten zur Entfernung unspezifischer Bindungen durch Exposition eines

Rontgenfilmes als Banden sichtbar gemacht.
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2.5.2 Durchfiihrung

2.5.2.1 RNA-Extraktion

Alle RNA-Extraktionen wurden nach einem modifizierten Protokoll der Firma Quiagen
(Rneasy Handbook 1994) durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei 800 rpm (153 g ) fiir 8 min
zentrifugiert, vom Uberstand befreit und dann sofort in dem mit B-Mercaptoethanol
(Endkonzentration 10 pl/ml) versetzten Lysis-Buffer RTL resuspendiert. B-Mercaptoethanol
fihrt zur Denaturierung der RNAsen. Die optimale Lyse wurde durch Homogenisation
(Ultra-Turrax) der Suspension fiir 1 min erzielt. Das nun entstandene Lysat konnte bei —80°C
bis zur weiteren Verarbeitung gelagert werden.

Um die RNA-Ausbeute zu erhdhen, wurde eine weitere Homogenisation mittels des speziell
fir Eukaryontenzellen entwickelten QIAshredders durchgefiihrt. Zum Ausfillen der Proteine
wurde das Lysat mit 70%igem Ethanol gemischt und auf zwei RNeasy-Zentrifugenrchrchen
gegeben. In diesen Rohrchen war eine mit Silikat-Kugeln beschichtete Membran eingelassen,

die unter bestimmten Salzbedingungen RNA einer Mindestgrofe von 200 Basen binden kann.

Nach anschlieBendem dreimaligem Waschen mit Waschpuffern unterschiedlicher
Salzkonzentrationen konnte die RNA mit DEPC-behandeltem Wasser aus der
Membranbindung eluiert werden. Der RNA-Gehalt des Eluats wurde spektrophotometrisch

(Biophotometer, Eppendorf, Hamburg) ermittelt.

2.5.2.1 Formaldehyd-Gelelektrophorese

Als Anleitung diente das Protokoll der Firma Stratagene in modifizierter Form. Die RNA-
Proben (25 pg pro Ansatz) wurden lyophilisiert und anschlieBend mit 5 ul Loading Buffer,

der auch fiir die Denaturierung sorgte, resuspendiert.
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Der Loading Buffer setzt sich folgendermafen zusammen :
48% deionisiertes Formamid
34% Loading dye ( bestehend aus 30% (v/v) 10X MOPS, 20%(v/v) 10 mg/ml
Ethidiumbromid, 20% (v/v) sterilisiertes DEPC-Wasser, 15% (v/v) steriles Glycerol,
15 % (v/v) gesittigter Bromophenolblau-Losung)
18% Formaldehyd (37% = 12,3 M)

Fiir die Gelelektrophorese wurde ein 1%iges Agarosegel verwendet, welches aus

2 g Agarose

10,8 ml 37% Formaldehyd

20 ml 10xMOPS
angesetzt und mit DEPC-Wasser auf ein Endvolumenbei von 200 ml aufgefiillt wurde. Nach
der Polymerisation des Gels wurden die RNA-Proben zwei Minuten bei 75°C erwirmt und
anschliefend sofort geladen. Die elektrophoretische Auftrennung der RNA erfolgte bei 34 V
fiir 15 h in MOPS-Laufpuffer (Netzgerit: Power Pac 300, Biorad, Miinchen; Gelkammer:
Horizon 11-14, Gibco BRL, Eggenstein).
Nach Ablauf der Elektrophorese wurde die Auftrennung der RNA unter UV-Licht kontrolliert

und fotographisch dokumentiert.

2.5.2.2 Kapillartransfer auf Nylonmembran (,.Blotten‘)

Zur Teilhydrolyse der RNA und damit zum besseren Transfer auf die Nylonmembranwurde
das Gel 25 Minuten in 0,05 M NaOH inkubiert und anschlieend in Tris-HCI (pH 7,5) wieder

neutralisiert.

Zur Transfervorbereitung wurde das Gel anschlieend fiir mindestestens 20 Minuten in 10X
SSC Puffer inkubiert. Zum eigentlichen Transfer wurde das Gel blasenfrei unter die
Nylonmembran gelegt. Als Saugpapier dienten drei Lagen Whatmanpaper® und
Papierhandtiicher. Die notwendige Zeit fiir den RNA-Transfer belief sich auf 24 Stunden.

Nach dieser Zeit wurde die RNA mittels Crosslinking bei 150 mJoule (GS Gene Linker, Bio
Rad) dauerhaft an der Membran fixiert. Nach diesem Schritt konnte die Membran bei 4°C bis

zur Hybridisierung gelagert werden.
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2.5.2.3 Herstellung der DNA-Sonden

Als ACTH-Rezeptor-Sonde wurde eine PCR-generierte cDNA verwendet. Hierfiir wurde das
1061 Basenpaare lange Fragment, das der vollen Linge der kodierenden Sequenz des
humanen ACTH-R entspricht, aus menschlicher genomischer DNA amplifiziert. Verwendet
wurden folgende Primer: 5-GAT-TTA-ACT-TAG-ATC-TCC-AGC-AAG-T-3° (,,upstream*®)
und 5°-CGT-TGC-CAA-GTG-CCA-GAA-TAG-TGT-3° (,,downstream®) (155).

Die DNA-Sonden fiir die P450-Enzyme wurden freundlicherweise von Dr. Miller, San

Francisco, jeweils als Insert eines pUC18 Vektors zur Verfiigung gestellt

Die Maus-B-Actin-Sonde war bei der Firma Stratagene erhiltlich (156).

Alle in Vektoren befindliche Sonden wurden jeweils mir spezifischen Restriktionsenzymen
verdaut. Anschliefend erfolgte eine Auftrennung der verdauten Fragmente iiber ein

Agarosegel und die Gelextraktion der jeweiligen Sonden.

Tabelle 4: verwendete DNA-Sonden

o _ Restriktionsenzyme | FragmentgroBe | BandengroBe im N-Blot
ACTH-R ‘ | T 1069 Bp ‘ 1,8;k 3,6;4,0kB |
P450c17 EcoR 1 1754 Bp © 2,1kB
P450 ¢21 EcoR 1 1229 Bp 2,2kB
B-Actin EcoR1I, XholI 1500 Bp 1,9kB
2.5.2.4 Markieren der Sonde (,.L.abeln‘)

50 ng Sonden-DNA wurden mit Hilfe des sogenannten ,,Random Primed DNA Labeling
Kits* entsprechend den Anweisungen des Herstellers mit **P-dCTP markiert. Dazu wurde

die Sonde zunichst 5 min bei 96°C denaturiert und anschlieBend mit den Nukleotiden (dATP,
dGTP, dTTP und **P-dCTP), einem Reaktions-Mix (mit Puffer und Hexanukleotiden) und
dem sogenannten Klenow-Enzym (= Polymerase) 30 min bei 37°C inkubiert. Hierbei wurden
neue DNA-Stringe amplifiziert, die jeweils radioaktive Cytosin-Reste aufwiesen. Um eine

Minimierung der Hintergrundaktivitdt des Blots zu erreichen, wurden sogenannte NucTrap-
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Purification-Colums® eingesetzt, die nicht eingebautes 32p.dCTP von dem markierten
Sondenstrang trennen. Der Erfolg des radioaktiven Einbaus wurde mit Hilfe eines B-Counters

liberpriift.

2.5.2.5 Hybridisierung und Waschschritte

Vor dem eigentlichen Hybridisierungsschritt wurden die geblotteten Membranen im
Hybridisierungsofen fiir 30 min bei 68°C mit 10 ml QuickHyb® Losung vorinkubiert.
Wihrenddessen erfolgte die Denaturierung der markierten Sonde bei 100°C nach Zugabe von
100 pl Salmon Sperm-DNA, welche eine erneute Anlagerung der Einzelstringe
untereinander verhindern sollte. Der Hybridisierungsschritt selbst wurde fiir mindestens 1 h
bei 68°C durchgefiihrt. AnschlieBen folgten Waschschritte bei 60°C, die der Losung
unspezifischer Bindungen dienen sollten: zwei Schritte mit 1X SSC (150 mM NacCl, 30 mM
NazCitrat, pH 7) + 0,1 % (v/v) SDS und zwei Schritte mit 0,5 SSC + 0,1 % (v/v) SDS.

Visualisiert wurde das Hybridisierungsergebnis, indem ein Rontgenfilm (Kodak-X-Omat-DS)

in einer Kassette mit Verstirkerfolie bei —80°C durch die Membranen belichtet wurde.

Um weitere Hybridisierungsschritte mit anderen DNA-Sonden durchfiihren zu konnen, wurde
ein sogenanntes ,,Blot-stripping* durchgefiihrt, bei dem die Nylonmembranen 3 x fiir jeweils
15 min bei 95°C mit 0,1X SSC + 0,1% (v/v) SDS im Hybridisierungsofen gewaschen

wurden.

Ausgewertet wurden die Rontgenfilme, indem sie eingescannt wurden und die Banden
densitometrisch mit Hilfe des Programmes IMAGE (NIHM National Institute of Health,
Bethesta, USA) quantifiziert wurden.

Alle Blots wurden mit B-Actin hybridisiert und entsprechend normiert, um ausschliefen zu
koénnen, dass vermeintliche Expressionsunterschiede nur auf RNA-Mengen-Unterschieden

auf den Membranen beruhten.
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2.6 Das Western Blot Verfahren

Das Prinzip des Western Blots ist in vielen Teilen #hnlich dem des Northern Blots. Es
gelingen mit Hilfe dieses Verfahrens Auftrennung und Nachweis einzelner Proteine.
Gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine werden auf eine Nitrozellulosemembran

libertragen und konnen anschliefend mittels spezifischer Antikorper detektiert werden.

2.6.1 Proteinprobenaufbereitung

Zur Proteinextraktion wurde die Laemmli-Methode eingesetzt (157). Die Zellen wurden
zunéchst mit eisgekiihltem PBS gewaschen, in einem Lysis-Puffer aufgenommen und in ein
Eppendorf-cap iiberfiihrt. AnschlieBend erfolgte die Denaturierung der Proteine fiir 5 min bei
95°C. Das im Lysis-Puffer enthaltene 2-Mercaptoethanol sorgt fiir eine- Reduktion von
Disulfidbriicken. Weiterhin enthalten ist SDS, ein amphiphatisches Detergenz, welches sich
mit der hydrophoben Seite an die entfalteten Proteinketten anlagert und mit seinem negativen
Rest von der Proteinkette wegzeigt, was dazu fiihrt, dass die Proteine in einer langgestreckten
Form vorliegen und stark negativ geladen werden. Aufgrund dieser negativen Ladung kann

nun die Auftrennung in der Gelelektrophorese entsprechend dem Molekulargewicht erfolgen.

Lysis-Puffer:
Bromphenolblau 0,04%, Glycerol 10%, SDS 2%, 2-Mercapto-Ethanol 5%, Tris base 0,0625

M (pH 6,8)

2.6.2 Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die  Auftrennung der zuvor denaturierten Proteine erfolgt mittels SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese ~ (SDS-PAGE). Bei  der  hier | durchgefiihrten
diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) (157) durchlaufen die Proteine
zundchst ein Sammelgel und anschlieBend das eigentliche Trenngel. Die beiden Gele
unterscheiden sich sowohl im pH-Wert als auch in der Acrylamidkonzentration. Im
Sammelgel werden die zu trennenden Proteine aufgrund des schwach sauren pH-Wertes (pH
6,8) und der Wechselwirkung mit Pufferionen in einer schmalen Bande konzentriert, bevor sie
das engporige, leicht alkalische (pH 8,8) Trenngel erreichen und entsprechend ihrer Masse

aufgetrennt werden. Das Gel selbst ist ein Polymer aus Acrylamid und Bisacrylamid. Die
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Acrylpolymere bilden lange Kettenmolekiile, welche durch das Bisacrylamid quervernetzt
werden. Um diese Vernetzung zu bewirken, setzt man den Radikalspender

Ammoniumpersulfat (APS) und den Katalysator TEMED zu.

Trenngel (10%)
(Anleitung fiir 1 Gele mit 1,5 mm Dicke)

Acrylamid/Bisacrylamid 30% 2.5 ml

4 x Lower Buffer 1,875 ml :
H,0 3,125 ml
TEMED 7,5 pl

APS 10% 75 pl

Sammelgel

Acrylamid/Bisacrylamid 30% 375 ul

4 x Upper Buffer 750 pl

H,O 1,875 ml

TEMED 4 ul

APS 10% 30 ul

4 x Lower Buffer pH 8.8 4 x Upper Buffer pH 6,8

SDS 4¢g SDS 2g B
Tris 181,72 g Tris 30,28 g

ad 1000 ml ddH,0O ad 1000 ml ddH,0

Fiir die Gelelektrophorese wurde das System Criterion® der Firma Biorad verwendet. Die
Glasplatten wurden zundchst mit Ethanol gereinigt und mit den Spacern fest in die
Halterungen geschraubt. Die Halterungen wurden anschliefend in ein System eingespannt,
bei dem die Unterseite der Glasplatten auf einem flexiblen Untergrund étand und somit
abgedichtet war. Vor dem GieBlen des Trenngels wurde die Hohe des Gels an der Glasplatte
markiert. Das Gel sollte ca. 1 cm unterhalb der Enden des Kammes enden, um eine
ausreichende Laufstrecke der Proteine im dariiber befindlichen Sammelgel zu gewihrleisten.

Die Bestandteile des Trenngels wurden nun in einem Falcon-Rohrchen zusammenpipettiert,
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wobei zuletzt APS und TEMED zugegeben wurden, und anschliefend ziigig mit einer
Glaspipette zwischen die Glasplatten gegossen. AnschlieBend wurden die Gele mit
Isopropanol iiberschichtet und fiir ca. 30 min zur Polymerisation belassen. Das Isopropanol
wurde abgegossen, anschlieBend das Sammelgel iiber das Trenngel gegossen und der Kamm
eingesetzt. Nach weiteren 20-30 min konnten die Kédmme entfernt und das Gel beladen
werden. Als GroBenstandard wurde ein Marker (Benchmark) der Firma Invitrogen verwendet.
Die Gelelektrophorese erfolgte bei 100 V durch das Sammelgel und bei 150 V durch das

Trenngel.

Elektrophoresepuffer
Tris 15,1 g
Glycin9%4 g

SDS 10% 50 ml

Ad 1000 ml ddH,O

2.6.3 Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran, ,,Western Blotting**

Der Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurde mittels Semidry Blotting
Verfahren durchgefiihrt. Hierzu wurde das System Trans-Blot ©® SD der Firma Biorad
verwendet. Der Elektrophoreseprozess wurde gestoppt, das Gel aus den beiden Glasplatten
herausgenommen und das Sammelgel entfernt. Whatman-Papier und Nitrozellulosemembran
wurden auf Gelgrofie zugeschnitten und in Semidry Blotting Puffer getrinkt. Auf eine Schicht
von 10 Whatman-Papieren wurde die Nitrozellulose gelegt, auf die Nitrozellulosemembran
wiederum das Gel aufgebracht und anschliefend mit weiteren 10 Whatman-Papieren
tiberschichtet. Wichtig ist hierbei eine sorgfiltige Schichtung mit Vermeiden von Luftblasen,
die den direkten Transfer von Protein aus dem Gel auf die Membran verhindern. Hierzu
wurden die Schichten mit einer Rolle (z. B. Glaspipette oder Falcon-Tube) ausgerollt. Der
Proteintransfer erfolgte {iber 60-90 min bei 25 V. Hierbei wandern die durch das SDS negativ
geladenen Proteine innerhalb des erzeugten elektrischen Feldes in Richtung Anode. Vor der
Anode befindet sich die Nitrozellulosemembran an der die Proteine haften bleiben. Im
Anschluss an den proteintransfer wurde die Membran zum Nachweis der an ihr haftenden
Proteine und damit zur Uberpriifung des Transferprozesses mit Poriceau-S gefirbt.
Ungebundenes Ponceau wurde mit Wasser abgespiilt. Das Ponceau wurde mit PBS-Tween

0,1% wieder abgespiilt. Folgend wurde der Blot mit 5% Magermilch fiir I Stunde abgesittigt.

TRy
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Semidry Blotting Puffer
Glycin 1,465 g

Tris 2,905 ¢

SDS 10% 1,85 ml
Methanol 100 ml

Ad 500 ml

2.6.4 Immundetektion und Chemolumineszenz

Nach erfolgtem Blocken mittels Magermilch wurde der Erstantikorper entweder in 5%
Magermilch/PBS-Tween 0,1% oder in 5% BSA/PBS-Tween 0,1% angesetzt. Die Membran
wurde entweder fiir ca. 2-3 Stunden bej Raumtemperatur oder bei 4°C iiber Nacht mit dem
Erstantikorper inkubiert. AnschlieBend folgten fiinf jeweils 3-miniitige Waschschritte mit
PBS-Tween 0,1%. Nach den Waschschritten wurde die Membran mit dem jeweils
spezifischen Zweitantikorper in 5% Magermilch/PBS-Tween 0,1% fiir eine weitere Stunde
inkubiert. AnschlieBend wurde der Waschvorgang mit PBS-Tween 0,1% wiederholt.

Die Antikorperbindung wurde mittels ECL sichtbar gemacht. Hierbei wird iiber eine
Meerettich-Peroxidase (HRP), die an den Zweitantikorper gekoppelt ist, die Oxidation des
Farbstoffes Luminol (ein zyklisches Diazylhydrazid) in Gegenwart von Wasserstoffperoxid
katalysiert. Dadurch wird das Lumino] In einen angeregten Zustand gebracht. Durch
Lichtemission geht es wieder in seinen Grundzustand und damit in - ein niedrigeres
Energieniveau iiber. Die Lichtemission fiihrt zu einer Schwirzung des Rontgenfilmes,
wodurch die spezifischen Protein~Antik6rperbindungen als Bandenmuster zur Darstellung

kommen.

2.7 Wachstumskurven

Die Wachstumskurven wurden mit NCI-h295-Suspensionszellen durchgefiihrt. Hierbei
wurden die Zellen in 24-well-Platten in einer Dichte von 0,5 Mio Zellen pro well ausgesiit
und mit verschiedenen Konzentrationen ETO (0,6uM, 6uM und 60uM) bzw. AG (6 und 600
LM), AG 600uM + HC 12uM, sowie in einem weiteren Ansatz mit ETO 60uM, ETO 60uM
+HC 5uM und HC 5uM fiir bis zu 10 Tage inkubiert.

Alle Ansétze wurden in Tripletts angelegt, und es wurde Jeweils ein Triplett unbehandelter

Kontrollzellen mitgefiihrt.
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Zellzdhlungen fanden am 2., 4., 6., 8. und 10. Tag mittels Coulter Counter CASY-1 (Schirfe
System, Reutlingen) sowie mittels Trypanblaufarbung und manueller Auszdhlung unter dem

Mikroskop (Inversionsmikroskop DM-IL, Leitz, Wetzlar) statt.

2.8 MTT-Test

Dieser, erstmalig von Moosmann 1983 entwickelten und spiter u. a. von Denizot et al und
Carmichael et al (1987) modifizierte Test wurde fiir die Proliferationsstudien angewendet
(158). Das Grundprinzip beruht darauf, dass das farblose Tetrazoliumsalz MTT ( 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid) durch die mitochondriale Succinat-
Dehydrogenase in blaues Formazan umgewandelt wird, welches photometrisch messbar ist.
Diese Umwandlung findet nur in vitalen Zellen statt. Die Menge des produzierten Formazans
ist proportional zur vorhandenen Mitochondrienzahl, welche wiederum positiv mit der
Zellzahl korreliert (159).

Adhirente Zellen wurden hierbei in 96-well-Mikrotiterplatten ausgesit und fiir einige Tage (je
nach Zellart 3-8 Tage) mit den entsprechenden Testsubstanzen inkubiert.

Die MTT-Substanz wurde in serumfreiem Kulturmedium (Nutrient Mixture F12 Ham) gelost,
um Interferenzen mit Serumproteinen zu vermeiden. Die Inkubationszeit betrug 3 Stunden.
Das unlosliche Formazan wurde mit Isopropanol/HCI wieder in Losung gebracht. HCI soll
mogliche Interferenzen von Phenolrot vermeiden, indem es dieses in eine nicht-
interferierende Farbe umwandelt.

Die photometrische Auswertung erfolgte per Elisa Reader (Elisareader 400 SF, Lab

Instruments, Salzburg) bei einer Wellenldnge von 570 nm.

2.9 Zellzvklusanalyse

Um eine mogliche Zellzyklusverlangsamung von einem apoptotischen bzw. zytotoxischen
Effekt abgrenzen zu konnen, wurde eine Zellzyklusanalyse durchgefiihrt.
Adhirente NCI-h295-Zellen wurden fiir 12 Stunden in serumfreiem Medium inkubiert, um sie

auf einen Zyklus zu synchronisieren.
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Die Zellen wurden in 6-well-Platten in einer Dichte von 1 Mio Zellen/ml ausgesét und jeweils
in Tripletts mit 6uM und 60uM Etomidat, sowie mit zusatzfreiem Kulturmedium als
Kontrolle inkubiert.

Jeder Ansatz enthielt 100pM BrdU/dC. Eine Zellzyklusanalyse wurde nach 24, 48 und 72
Stunden Inkubationszeit durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen abtrypsinisiert, das Trypsin
mit 10% Serum neutralisiert und die Suspension in ein Eppendorf-Cap tiberfiihrt. Nach
Zentrifugation bei 4000 rpm liber 5 min wurde das Pellet in 1 ml Staining buffer (s.unten), der
unter anderem den Hoechst-Farbstoff 33258 enthilt, resuspendiert und fiir 10 min bei 4°C im
Dunkeln inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 2ug/ml Ethidiumbromid und eine
weitere Inkubation fiir 10 min bei 4°C im Dunkeln. Nach den Firbeschritten wurde die
FACS-Analyse (am Epics Elite ESP) durchgefiihrt. Ethidiumbromid korreliert positiv mit der
vorhandenen DNA-Menge, wihrend der Hoechst-Farbstoff in seiner Fluoreszenz negativ mit
der eingebauten BrdU-Menge korreliert, so dass Riickschliisse auf die Zellzyklusphase sowie

auf die Zahl der durchlaufenen Zellzyklen moglich sind (160).

Staining buffer : 100 mM Tris pH 7,4
154 mM NaCl
1 mM CaCl,
0,5 mM MgCl,
0,1% NP 40
0,2% BSA
1,2 pg/ml Hoechst 33258

2.10  Apoptosenachweis

Eine der friihesten Verdnderungen bei Zellen, die einen Apoptoseprozess durchlaufen, ist die
Veridnderung der Zellmembran. Dabei wird unter anderem das Membran-Phospholipid
Phosphatidylserin (PS) von der inneren an die duflere Membran verlagert. |

Wir nutzten zum Nachweis solcher Translokationsvorgidnge die  Annexin-
Markierungsmethode. Annexin ist ein Ca2+—abh'angiges, Phospholipid-bindendes Protein mit
hoher Affinitét fiir PS (161).

Da Annexin jedoch auch an PS nekrotischer Zellen bindet, wird zur besseren Differenzierung
zwischen nekrotischen und apoptotischen Zellen eine weitere Fdrbung mit 7-Amino-
Actinomycin (7-AAD) durchgefiihrt, einem Marker, der an intrazelluldre Strukturen bindet,

jedoch nicht die intakte Zellmembran passieren kann.
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NCI-h295-Suspensionszellen wurden fiir 4-72 Stunden mit Etomidat in Konzentrationen von
0,6 uM, 6 uM, 60 uM und 120 uM inkubiert. Ausgangszellzahl war 1x10° Zellen/ml.

Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgten zwei Waschschritte in PBS mit 2% FCS

100 pl Zellsuspension in PBS/2% FCS wurden in ein Eppendorf cap {iberfiihrt und mit 2 ul 7-
AAD sowie 5 ul Annexin V fiir 15 min im Dunkeln inkubiert.

Nach Hinzufiigen weiterer 900 ul PBS/2% FCS erfolgte die Messung per FACS-Analyse.
Verwendet wurde hierbei ein Facscalibur Durchflusszytometer (Becton Dickinson) und Cell

Quest- Software.

2.11 _ Elektronenmikroskopie

Um mogliche zelluldre, insbesondere mitochondriale morphologische Verinderungen
feststellen zu knnen, wurde eine elektronenmikroskopische Untersuchung durchgefiihrt. Die
Ultradlinnschnitte wurden im Lehrstuhl Zell- und Entwicklungsbiolégie (Abteilung
Elektronenmikroskopie) des Biozentrums der Universitit Wiirzburg angefertigt und
ausgewertet.

Adhidrent wachsende NCI-h295-Zellen wurden hierfiir fiir 5 Tage in 6uM Etomidat, in
Propylenglykol, das anteilsmissig der Menge des in 6uM Etomidat enthaltenen entsprach,
und in reinem Kulturmedium ohne weitere Zusitze kultiviert.

Nach finf Tagen wurde das Medium entfernt und die Zellen fiir ca. 45 min in Glutaraldehyd-
Losung 2,5% fixiert und in ein Eppendorf-Cap tiberfiihrt.

Anschlieiend erfolgten 5 jeweils 3miniitige Waschschritte mit 50 mM Cacodylatpuffer (pH
7,2), danach die Fixierung in 2% gepuffertem OsO, (Osmiumtetroxid) fiir 90 — 120 min.

Nach weiteren 5 jeweils 3-miniitigen Waschschritten mit H,O wurde mit 0,5% wissrigem
Uranylacetat tiber Nacht kontrastiert, danach wiederum mit H,O gewaschen.

Die einzelnen Fixierungs- und Waschschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt.
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Die Entwisserung erfolgte in 3Ominiitigen Schritten in Form einer aufsteigenden

Ethanolreihe:

30% Ethanol 4°C 2x10 min

50% Ethanol 4°C 2x10 min

70% Ethanol 4°C 2x 10 min

90% Ethanol 4°C 2x 10 min

96% Ethanol 4°C 2x 10 min

100% Ethanol 4°C 2x 10 min

100% Ethanol Raumtemperatur 2x 10 min
Propylenoxid Raumtemperatur 4x10 min

Eingebettet wurde in Epon 812, zunéchst in Propylenoxid : Epon 1 : 1 fiir 2-4 Stunden, dann
iber Nacht. Danach folgte die Einbettung in reinem Epon fiir insgesamt 5 Stunden und
abschlielend die Auspolymerisation bei 60°C. Nach 2-3 Tagen konnten per Ultramikrotom
Ultradiinnschnitte einer Schichtdicke von 60-90 nm erstellt und im Elektronenmikroskop (EM

10, Zeiss, Jena) betrachtet werden.

Fixierungslosung :

2,5% Glutaraldehyd, pH 7,2

- 5ml 25%iges Glutaraldehyd

- 2,5ml KCl 1M

- 1,25 ml CaCl, oder MgCl, 0,1 M
- 12,5 ml Cacodylatpuffer 0,2 M

- 28,75 ml Aqua destillata




42

3 Ergebnisse

3.1 Wirkung von Etomidat auf die Steroidogenese

3.1.1 Ergebnisse der Hormonanalysen

Etomidat erwies sich in allen Versuchen als potentestes Adrenostatikum ( ICs fiir die
Blockade von P450c11: 15 nM, fiir P450scc: 400 nM). Inkubation der NC‘I-h295 Zellen
mit Etomidat fithrte zu einer signifikanten dosisabhingigen Suppression der Synthese
von Cortisol und DHEA-S. Die Freisetzung von 17-OH-P, freiem Testosteron, Gesamt-
Testosteron und Androstendion war bei niedrigen ETO-Konzentrationen ( 0,6-60 nM)
gesteigert, ein Effekt, der auf die zunidchst erfolgende Blockade von P450cll
zuriickzufiihren ist. Hohere ETO-Konzentrationen fiihrten zur Abnahme der Synthese
aller gemessenen Hormone, ein Hinweis auf die Blockade des P450scc-Enzyms.

MTP zeigte ein dhnliches Wirkprofil wie ETO, allerdings mit wesentlich geringerer
adrenostatischer Potenz ( ICs fiir P450c11: 3,5uM, fiir P450scc: 17 uM ).

AG supprimierte die Hormonsynthese dosisabhingig mit einer ICso von 10 uM fiir
P450scc.

Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Hormonanalysen geben die Diagramme 1 und 2

sowie die Tabelle 5.
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Diagramm 1: Effekte von Etomidat auf die Steroidbiosynthese der NCI-h295-

Zellen
800
- Cortisol
2 600
= i 17-OH-P
[
g 400 Testo ges
g )
=] Testo frei
I 200 A
- Androsten
dion
0 —&—DHEA-S
&

Dargestellt ist die Syntheserate von Cortisol, 17-OH-P, Gesami-Testosteron, freiem Testosteron,
Androstendion und DHEA-S unter Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen Etomidat in NCIh295-
Zellen. Dargestellt sind die Werte in % zu den Kontrollzellen + Standardabweichung.

Diagramm 2: Vergleich der Effekte von ETO, MTP und AG auf die
Cortisolsynthese der NCI-h295-Zellen

Eto

Cortisol in %

T

Kontrolle 0,6 nM 6nM 0,06 M 0,6 uM 6 uM 60 uM

Cortisolsyntheserate in % der Werte (+ Standardabweichung) der unbehandelten Kontrollen (=100%)
nach Inkubation von NCI-h295-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen ETO, MTP und AG
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Tabelle 5 : Effekte von Etomidat, Metyrapon und Aminoglutethimid auf die
Steroidbiosynthese der NCI-h295-Zellen

Cortisol 17-OH-P DHEA-S Testosteron . Androsten-

gesamtk dion

Kontrolle 100£10 100£12 100438 100+10 100£11

0,06 nM ETO 90+12 126110 115£10 80x11 115+13

0,6 nM ETO 9716 125423 95+13 9019 149+15

6 sM ETO 6916 231451 93+18 2301428 409130

0,06 uyMETO 1442 185£13 66112 210+14 352416

0,6 uM ETO 312 3943 81 4014 4245

6 uM ETO 2+1 312 5043 212

60 UM ETO 1+1 442 3041 4+1

0,06 uM MTP 7619 213+14 7713

0,6 uM MTP 48125 206120 85421

6 UM MTP 21418 6416 4517 50%6 5947

60 uM-MTP. 31 615 1442 30+5 1312

0,06 uM AG 104+4 9917 91+10

0,6 1 AG 11244 9714 94120

6 UM AG 7412 772 6816

60 UM AG 2012 48+1 31£12

Die Zellen wurden fiir 48 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen ETO, MTP und AG inkubiert. Die
Angaben erfolgten als Mittelwerte in % der Werte der unbehandelten Kontrolizellen (=100%) £
Standardabweichung.
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3.1.2 Effekte auf die Expression von Steroidbiosyntheseenzymen

Etomidat fiihrte zu einer dosisabhingigen Suppression der mRNA-Expression der
Steroidbiosyntheseenzyme P450c17 und P450c21, (Tabelle 6, Abbildung 4). Diese war
jedoch in keinem Fall signifikant (fiir 30 uM ETO P450c17 p = 0,18, P450 c21 p =
0,07). Die Untersuchungen zur Proteinexpression zeigen eine vermehrte Expression von
P450scc durch ETO. Aufgrund der Hinweise auf eine Hemmung der DHEA-ST in den
Hormonanalysen erfolgte die Untersuchung zur Proteinexpression im Western Blot,

dort zeigte sich jedoch keine Beeinflussung durch ETO. (Abbildung 5)

Tabelle 6 : Effekt von ETO auf die mRNA-Expression einiger P450-Enzyme in
NCI-h295-Zellen

Kontrolle 0,03uM Eto I 0,3 uM Eto 3 M Eto 30 uM Eto Propylenglykol
P450c17 10016 72413 63%11 69124 59438 91+37
P450c21 100£20 80x1 61122 54413 64128 74144

Die Zellen wurden in Tripletts fiir 48 Stunden mit ETO und Propylenglykol inkubiert. Die Analyse
erfolgte mit Hilfe des Northern-Blot-Verfahrens. Die Ergebnisse sind nach Normierung auf B-Actin als
Prozentangaben # Standardfehler im Vergleich zu den Kontrollzellen dargestellt.
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Abbildung 4 : Effekt von ETO auf die mRNA-Expression einiger

Steroidbiosyntheseenzyme nach 48-stiindiger Inkubation

Kon- 0,03 0,3 3 30 PG
trolle M uM M M
ETO ETO ETO ETO

2,1 kB

P450c17
P450c21 2,2kB
B-Actin 1,9 kB

NCI-h295-Zellen wurden fiir 48 h mit 0,03 — 30 uM ETO sowie mit dem Losungsmittel Propylenglykol
(PG) inkubiert. Anschliefend folgten RNA-Extraktion und der spezifische mRNA-Nachweis mittels
Northern-Blot-Verfahrenl.
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Abbildung 5 : Effekt von ETO auf die Protein-Expression der
Steroidbiosyntheseenzyme P450scc und DHEA-ST nach 48-stiindiger

Inkubation
Kon- 60 g
trolle M E FSK

ETO

HLDV +OLd

P450scc , " 60 kDa

DHEA-ST , o o s 34 kDa
o ey

B-Actin 42 kDa

NCI-h295-Zellen wurden fiir 48 h mit 60 uM ETO allein oder in Kombination mit ACTH 10° M sowie mit
ACTH bzw. Forskolin (FSK) inkubiert. AnschliefSend folgten Proteinextraktion und der spezifische
Protein-Nachweis mittels Western-Blot-Verfahren.

&
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3.1.3 FEinfluss auf die Expression von StAR und SF-1

Fiir StAR zeigt sich nach Inkubation mit 60 uM ETO eine geringgradige Steigerung der
Proteinexpression, ACTH zeigt keinen Einfluss, wihrend sich durch Forskolin eine
deutliche Steigerung der Proteinexpression induzieren ldsst. Fiir SF-1 lief sich keine
Beeinflussung durch ETO und ACTH nachweisen, Forskolin fungiert auch hier als

positiver Aktivator der SF-1-Proteinsynthese (Abbildung 6).

Abbildung 6 : Effekt von ETO auf die Protein-Expression von StAR und SF-1

nach 48-stiindiger Inkubation

Kon- 60 g g
trolle M - 9 FSK

ETO = >

aQ

-

jant

StAR W"‘" 32 kDa

SF-1 52 kDa

B-Actin —— 42 kDa

NCI-h295-Zellen wurden fiir 48 h mit 60 uM ETO allein oder in Kombination mit ACTH 10° M sowie mit
ACTH bzw. Forskolin (FSK) inkubiert. Anschlieffend folgten Proteinextraktion und der spezifische
Protein-Nachweis mittels Western-Blot-Verfahren.
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3.2 Wirkung von Etomidat auf den ACTH-Rezeptor

3.2.1 Wirkung auf die ACTH-R-Expression

In der Northern-Blot-Analyse liel sich dhnlich wie bei den Steroidbiosynthese-
Enzymen eine nicht-signifikante Reduktion der mRNA-Synthese des ACTH-
Rezeptors nach 48-stiindiger Inkubation mit Etomidat nachweisen (30 uM ETO
p = 0,24) (Abbildung 7, Tabelle 7). Die ACTH-R-Proteinsynthese lief} sich
durch 60 uM ETO reduzieren, was durch eine Kombination mit 10° ACTH
zumindest teilweise reversibel war. ACTH allein zeigte eine nur sehr
leichtgradig vermehrte ACTH-R-Proteinsynthese, wihrend durch Forskolin eine

deutliche Steigerung zu verzeichnen war (Abbildung 8).

Abbildung 7 : ACTH-R mRNA-Expression nach 48-stiindiger Inkubation mit ETO

Kon- 0,1313 0,;4 ;;v[ 30M
trolle %TO ETO ]f;LT() }STO PG
4,0 kB
ACTH-R 3,4 kB
1,8 kB
B-Actin 1,9 kB
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Tabelle 7 : Effekte von ETO auf die ACTH-Rezeptor mRNA-Expression

Kontrolle

0,03 uM Eto

0,3 pm Eto

3 uM Eto

30 uM Eto

Propylenglyk

ACTH-R

100+14

62+14

44421

27433

42%5

7022

ACTH-R-mRNA-Expression nach Normierung mit S-Actin angegeben in Prozent * Standardfehler zu den

Kontrollen.

Abbildung 8 : Expression des ACTH-R-Proteins nach 48-stiindiger Inkubation mit

ETO
Kon- 60 % g
trolle M - ? FSK
ETO = >
«Q
=]
ue
[ V! Y f AR \
ACTH-R — . 34 kDa
B-Actin 42 kDa

NCI-h295-Zellen wurden fiir 48 h mit 60 uM ETO allein oder in Kombination mit ACTH 107 M sowie mit
ACTH bzw. Forskolin (FSK) inkubiert. Anschlieffend folgten Proteinextraktion und der spezifische
Protein-Nachweis mittels Western-Blot-Verfahren.
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3.2.2 Wirkung auf die ACTH-induzierte cAMP-Synthese

Die cAMP-Antwort der NCI-h295-Zellen auf Stimulation mit 10 nM ACTH war bereits
bei den unbehandelten Kontrollzellen gering und lie sich durch Etomidat nicht

signifikant beeinflussen.

Diagramm 3: ACTH-induzierte cAMP-Synthese der NCI-h295-Zellen nach 48-
stiindiger Vorinkubation mit ETO

120

100 -

80

60 -

cAMP in %

40 -

Kontrolle Eto 60uM

Darstellung der cAMP-Syntheserate der NCI-h295-Zellen nach Stimulation mit ACTH 10 nM abziiglich
der Basalproduktion in % zur Kontrolle.
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3.2.3 ACTH-Stimulation der NCI-h295-Zellen

Um die durch ACTH stimulierte Cortisolsynthese der NCI-h295-Zellen zu messen,
wurden Suspensionszellen fiir 48 Stunden mit 10 nM ACTH inkubiert. Cortisol wurde
aus den Zelliiberstinden nach 24-stiindiger Inkubationszeit mit oder ohne 10 nM ACTH
bestimmt.

Die Cortisolantwort lag bei 132% im Vergleich zu den Kontrollzellen (=100%).

Diagramm 4: ACTH-induzierte Hormonsynthese der NCI-h295 Zellen

Cortisolsynthese NCI-h295

160
140
120
100
80
60 -
40 -
20 +

Kontrolle ACTH

NCI-h295-Zellen wurden fiir 24 Stunden mit 10 nM ACTH inkubiert. Anschliefend wurde die
Cortisolkonzentration im Kulturmedium bestimmt. Angegeben sind die auf die Zellzahl normierten
Mittelwerte in % zu den Kontrollen (100%).
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3.3  Wirkung von Etomidat auf das Zellwachstum

3.3.1 Effekte von Adrenostatika in Wachstumskurven

Bei den Wachstumskurven zeigte Etomidat eine signifikante antiproliferative Wirkung,
die dosis- und zeitabhiéngig war.

( Tag 8: 0,6 uM Eto 88%=* 4%, 6 uM Eto 78%=x 5%, 60 uM Eto 61% * 9% gegeniiber
den Kontrollzellen 100% * 8%; p<0,01)

Diagramm S: Wachstumskurve der NCI-h295-Zellen unter Inkubation mit ETO

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600 A
400
200

—&— Kontrolle

g 0,6uM Bo
6uM Eto

—3— 60uM Eo

Zellzahl in Tausend / well

Tag 0 Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 8 Tag 10

NCI-h295-Zellen wurden in Tripletts iiber 10 Tage mit ETO (0,6-60 uM) inkubiert. An den Tagen 0, 2, 4,
6, S und 10 wurde eine Zellzdahlung mittel Casy-Coulter Counter durchgefiihrt.
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Diagramm 6: Dosisabhiingige Proliferationshemmung von ETO nach 8-tigiger

Inkubationszeit

2000
1800
1600
1400 -
1200
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 +

Zellzah!l in Tausend/wel!

Kontrolle 0,6uM Eto 6uM Eto 60uM Eto

ETO zeigte eine signifikante dosisabhingige Inhibition der Zellproliferation . Tag 8 : 0,6 uM ETO 88% *
4%, 6 uM ETO 78% £ 5%, 60 uM ETO 61% £ 9% im Vergleich zu den Kontrolizellen 100% =+ 8%
(p<0,01). '

Um zu untersuchen, inwiefern der Steroidmangel fiir die wachstumshemmende
Wirkung von ETO verantwortlich ist, wurde ein weiterer Wachstumsversuch
durchgefiihrt, in dem die Effekte von 60 uM ETO und 5 uM Hydrocortison auf die
NCI-h295-Zellen allein sowie in Kombination analysiert wurden .

Die dem Kulturmedium zugefiigte Menge an Hydrocortison entsprach etwa der an Tag
10 des vorangegangenen Wachstumsversuchs im Kulturmedium der unbehandelten
Kontrollzellen gemessenen Cortisolkonzentration.

Der wachstumshemmende Effekt von ETO war durch die Substitution mit 5 uM
Hydrocortison nicht reversibel. An den Tagen 6 und 8 zeigte sich eine hochsignifikante
Wachstumshemmung durch ETO. Tag 6: 60 pM ETO p<0,0001, 60 uM ETO + 5 uM
Hydrocortison p<0,001).
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Diagramm 7: Wachstumskurve : Einfluss der Hydrocortison-Substitution mit
ETO behandelter NCI-h295-Zellen

1600
1400 /
T 1200 T
2 —e— Kontrolle
3 1/
c 1000 T ——
g /J(/ T /@ —g— 60uM Eo
=
S 800 / - 60uM
£ : Bo+5uM HC
= 600 % - © - BUMHC
g o
= 400 At
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Die Zellen wurden mit 60 uM ETO, 5 uM Hydrocortison (HC) sowie mit der Kombination von 60 uM
ETO und 5 uM HC inkubiert. Tag 6: 60 uM ETO p<0,0001, 60 uM ETO+HC p<0,0001)

Mehrtégige Behandlung von NCI-h295-Zellen mit Aminoglutethimid fiihrte in hoheren
Konzentrationen ebenfalls zu einer leichten Verminderung des Proliferationsverhaltens.
Die Substitution mit 12 uM Hydrocortison konnte die Verlangsamung des

Zellwachstums teilweise ausgleichen.
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Diagramm 8: Wachstumskurve : Effekte von Aminoglutethimid (AG) auf das
Proliferationsverhalten der NCI-h295-Zellen
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Einfluss von Aminogluthetimid auf das Wachstumsverhalten von NCI-h295-Zellen. Die
Zellen wurden mit 6 und 600 pM AG, sowie einer Kombination von AG 600 uM und
Hydrocortison 12 pM inkubiert. Zellzédhlungen wurden an Tag 0, 3 und 5 durchgefiihrt.

3.3.2 Nachweis der Wirkung von Adrenostatika auf das Zellwachstum mittels

MTT-Test

Der mit Hilfe der Wachstumskurven nachgewiesene antiproliferative Effekt von
Etomidat auf die NCI-h295-Zellen lieB3 sich bei den durchgefithrten MTT-Tests nicht
bestitigen (Diagramm 9).

Bei der als weitere humane NNR-Karzinomzelllinie verwendeten SW-13-Zellinie war
eine signifikante Wachstumshemmung in hohen Konzentrationen (60 pM) nachweisbar,
s. Diagramm 10.

Rinder-NNR-Zellen, die als nichtneoplastische Vergleichszellpopulation dienen sollten,
zeigten ebenfalls im MTT-Test nur eine geringfiigige Antwort in sehr hohen
Konzentrationen (300 pM), s. Diagramm 11.

Bei den beiden nichtadrenalen Karzinomzellinien HT-29 (Colon-Ca) und MCF-7
(Mamma-Ca) lief§ sich keine Wirkung von Etomidat auf das Proliferationsverhalten

feststellen (Diagramme 12 und 13).
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Diagramm 9: Wirkung von ETO auf das Proliferationsverhalten von NCI-h295

Zellen (MTT-Test)
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NCI-h295-Zellen wurden iiber 7 Tage in 96-well Mikrotiterplatten mit aufsteigenden Konzentrationen
ETO, sowie mit 10 nM ACTH und 5 uM HC + 60 uM ETO inkubiert. Anschlieffend wurde die Zellzahl
indirekt iiber die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen bestimmi, die die MTT-Substanz in
photometrisch bestimmbares Formazan umwandelten. Die Inkubation mit ETO brachte keine signifikante
Verinderung der Zellzahl, withrend ACTH die Zellzahl im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant

verminderte (p<0,01).

Diagramm 10: Wirkung von ETO auf das Proliferationsverhalten von SW-13-
Zellen (MTT-Test)
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Diagramm 11: Effekte von ETO auf Rinder-NNR-Primirkulturzellen (MTT-Test)

Extinktion

Diagramm 12: Effekte von ETO auf das Proliferationsverhalten von HT-29-Zellen
(MTT-Test)
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Diagramm 13: Effekte von ETO auf das Proliferationsverhalten von MCF-7-Zellen
(MTT-Test)
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3.3.3 Effekte von Etomidat auf den Zellzvklus der NCI-h295-Zellen

Die nach 24-, 48-, und 72-stiindiger Inkubation mit Etomidat (6 und 60 uM)
durchgefiihrte Zellzyklusanalyse zeigte keine signifikante Verlangsamung des
Zellzyklus im Vergleich zu Kontrollzellen. Nach 48 Stunden zeigte sich eine
tendenzielle Verlangsamung des Zellwachstums im Vergleich zu Kontrollzellen

(Tabelle 8, Abbildung 9).

Tabelle 8: Wirkung von ETO auf den Zellzyklus der NCI-h295-Zellen.

24h 48 h 72h
A B A B A B
Kontrolle 4,6+2,7 61+2.3 40,8+1,6 22,2428 59,2+1,4 22422

6pM ETO 4,5+2,9 63,612,5 36,3+2,6 26,4%3,0 74,0+1,8 4,9+2,5

60uM ETO 1,3x£1,9 54,5+2,0 28,6+1,6 28,2429 72.4+1,7 6,4+1,8

NCI-h295 Zellen wurden fiir 24, 48 und 72 Stunden mit oder ohne ETO (6-60 uM) inkubiert.
Anschlieffend wurde eine Zellzyklusanalyse per FACS durchgefiihrt. Aufgefiihrt sind der Anteil der
Zellen, die wihrend der Inkubationszeit einen weiteren Zellzyklus durchlaufen haben (A) und der Anteil
der Zellen, die sich noch in der G;- bzw. Gy-Phase befinden und nicht in einen weiteren Zyklus
eingetreten sind (B). Die Angaben stellen jeweils den prozentualen Anteil der gesamt gemessenen Zellen
dar.
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Abbildung 9:Ergebnisse der Zellzyklusanalyse-Verteilung der Zellen iiber die

einzelnen Phasen des Zellzyklus
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Dargestellt ist exemplarisch die Verteilung der NCI-h295-Zellen iiber die verschiedenen Phasen des
Zellzyklus nach Inkubation mit oder ohne ETO (6-60 uM). Eine FACS-Analyse wurde nach 24-, 48- und
72-stiindiger Inkubationszeit durchgefiihrt. Die intrazelluldr vorhandene Menge Ethidiumbromid
korreliert positiv mit der DNA-Menge und kann somit zur Differenzierung zwischen Zellen in der
Mitosephase und Zellen in der Interphase beitragen. Der Hoechst-Farbstoff korreliert in seiner
Fluoreszenz negativ mit der eingebauten BrdU-Menge, d. h. je mehr BrdU eine Zelle in die eigene DNA
eingebaut hat, desto mehr Zellzyklen hat sie durchschritten, und desto geringer ist die Fluoreszenz des

Hoechst-Farbstoffes.
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3.3.4 Apoptosemessung

In der durchgefiihrten FACS-Analyse ergab sich kein Hinweis auf eine Induktion von
Apoptose durch ETO (Diagramm 14, Tabelle 9).

Diagramm 14: Effekte von ETO auf die Zellvitalitit der NCI-h295-Zellen
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20%

0% +

K B0 0,6 Hob Bo60 Eo120

Anteilsmdfsige Verteilung apoptotischer und nekrotischer Zellen nach 48-stiindiger Inkubation mit ETO
in verschiedenen Konzentrationen (0,6-120 uM). Angaben sind in % der pro Ansatz gesamt gemessenen
Zellen.

Tabelle 9: Ergebnisse der Apoptosemessung in der FACS-
Analyse nach 24-stiindiger Inkubationszeit mit ETO

Vitale apoptotische apoptotische+ nekrotische

Zellen Zellen nekrot. Zellen Zellen
Kontrolle 72,043 8,2+1 12,842 7,012
ETO 6 69,241 10,242 15.1£1 5,5%1
ETO 60 68,7+3 8.8t1 16,412 6,1%1

Die Angaben erfolgten in % der gemessenen Gesamtzellen. NCI-h295-Zellen wurden mit verschiedenen
Konzentrationen Etomidat inkubiert. Nach 24-stiindiger Inkubationsdauer wurde eine Zellfirbung
durchgefiihrt und per FACS-Analyse der Anteil der Annexin-positiven ( = apoptotischen), 7-AAD-
positiven (=nekrotischen) sowie fiir beide Fdrbungen positiven (=spdtapoptotischen/nekrotischen) Zellen
bestimmt. ‘

Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich auch nach 2-, 4-, 6-, 12-, 48- und 72-stlindiger

Inkubationszeit.
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335 FEinfluss von ETO auf an der Zellproliferation beteiliste

Signaltransduktionsprozesse

Inkubation von NCI-h295-Zellen mit ETO fiihrte zu einer Hemmung der
Phosphorylierung von ERK-1 und -2, wihrend Forskolin zu einer starken ERK- und
auch p38-Aktivierung fiihrte. Fiir ACTH konnte sich allenfalls ein' geringgradig
aktivierender Einfluss auf die ERK-Phosphorylierung feststellen lassen. P38 blieb durch
ETO und ACTH unbeeinflusst. Unterschiede in der Proteinexpression zeigten sich bei

keiner der eingesetzten Substanzen. (Abbildung 10)

Abbildung 10: Effekt von ETO auf die MAP-Kinasen ERK1/2 und p38
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P38 gesamt Dt ———— 43 kDa
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3.4 Wirkung von Etomidat auf die Zellmorphologie

3.4.1 Elektronenmikroskopie

Morphologische Verdnderungen der Mitochondrien als Lokalisationsort der von ETO

hauptsédchlich inhibierten Enzyme P450c11 und P450 scc, sowie Veridnderungen der

Zellstrukturen im Allgemeinen liefen sich bei ETO-vorbehandelten Zellen nicht

feststellen.

Abbildung 11: Elektronenmikroskopische Ubersicht NCI-h295-Zellen

Darstellung unbehandelter Kontrolizellen. Man sieht eine grofie Zahl von Lipidgranula, die fiir diese

Steroidhormon-produzierende Zellinie charakteristisch ist. Vergroferung 1:3150
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Abbildung 12: Unbehandelte Kontrollzellen

Vergrifierung 1:15 000

bbildung 13: Etomidat-behandelte NCI-h295-Zellen

Ausschnitt mit Darstellung von Zellkern und Zytoplasma mit Mitochondrien und Golgi-Apparat.
Vergrofierung 1:8 000
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Abbildung 14 u. 15: Etomidat-behandelte NCI-h295-Zellen

Vergrofierung 1:15 000

Vergrifierung 1:20 000
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4 Diskussion

4.1 Effekte der Adrenostatika auf die Steroidbiosynthese

Die Substanzen ETO, MTP und AG wirken hauptsichlich durch Hemmung
verschiedener Steroidbiosynthese-Enzyme (74, 75, 82, 83, 90, 92, 94, 95, 145, 162,
163).

Alle Substanzen fithrten zu einer dosisabhingigen Inhibition der Aktivitit der
Steroidbiosynthese-Enzyme. Es konnte gezeigt werden, dass ETO im Vergleich zu
MTP und AG eine deutlich hohere adrenostatische Potenz besitzt mit einer ICsy von 15
nM fiir P450c11 und 400 nM fiir P450scc. Im Vergleich dazu lag die ICso von MTP bei
3,5 puM fiir P450c11 und 17 puM fiir P450scc. AG zeigte die schwiichste inhibitorische
Wirkung auf die Steroidbiosynthese mit einer ICso von 10 uM fiir P450scc.

Die Synthese von Cortisol und DHEA-S wurde durch ETO dosisabhiingig supprimiert.
Die Freisetzung von 17-OH-P, Gesamt-Testosteron und Androstendion war bei
niedrigen Konzentrationen ETO (0,6-60 nM) gesteigert, ein Effekt, der auf die Blockade
von P450c11 zuriickzufiihren ist. Hohere ETO-Konzentrationen fiihrten zur Abnahme
der Synthese aller gemessener Hormone, ein Hinweis auf die Blockade des P450scc-
Enzyms.

Auffallig ist, dass sich DHEA-S im Vergleich zu den anderen adrenalen Androgenen
dosisabhiéngig durch ETO supprimieren liel und kein voriibergehender Anstieg infolge
der in niedriger Konzentration alleinigen Blockade des P450c11-Enzyms zu
verzeichnen war. Eine Blockade von P450c17 (17-Hydroxylase) mit einer ICsy von 6-18
M und von P450c17 (17,20-Desmolase) mit einer ICso von 380 uM durch ETO ist
bereits beschrieben worden (74), dient jedoch nicht als ausreichende Erklidrung fiir den
Verlauf der DHEA-S-Konzentrationen. Moglicherweise spielt eine inhibitorische
Wirkung auf die Aktivitit der DHEA-Sulfotransferase eine Rolle. Eine verminderte
Proteinexpression der DHEA-ST lief} sich im durchgefiihrten Western Blot zumindest

nach 48-stlindiger Inkubation nicht nachweisen.
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4.2  Effekte von Etomidat auf die Regulation der P450-Enzyme und die StAR-
Expression

Neben der direkten Inhibition einiger Steroidbiosyntheseenzyme durch Etomidat lief3
sich bei den untersuchten Enzymen P450c17 und P450c¢21 dhnlich wie fiir den ACTH-R
eine leichtgradige, jedoch nicht signifikante Inhibition der mRNA-Synthese feststellen.
Beziiglich des P450scc-Enzyms zeigte sich auf  Proteinebene jedoch eine
Hochregulation nach 48-stiindiger Inkubation mit Etomidat.

Fir die Adrenostatika AG und MTP existieren beziiglich ihrer Wirkung auf die
Steroidbiosyntheseenzyme in der Literatur unterschiedliche Untersuchungsergebnisse.
Behandlung von Schweine-Granulosazellen mit AG fiihrte zu keiner Verdnderung der
P450scc-Expression, wihrend bei Corpus luteum-Zellen, #hnlich wie in der
vorliegenden Arbeit, eine Erhdhung des P450scc-Proteinlevels durch AG nachgewiesen
werden konnte (164, 165). Bei NCI-h295 Zellen konnte eine signifikante Suppression
der mRNA-Synthese einiger Steroidbiosynthese-Enzyme (P450scc, P450c17 und
P450c21) durch AG und MTP in relativ hohen Konzentrationen (300 pM) gezeigt
werden (129), passend zu den vorliegenden Daten zur mRNA-Expression von ACTH-R
und P450c17 und P450c21.

In bisherigen Studien war auf mRNA-Ebene ein Zusammenhang zwischen der ACTH-
R-Expression und der Expression der Steroidbiosynthese-Enzyme (143, 166, 167)
feststellbar.

Untersuchungen der Regulation der P450-Steroidhydroxylasen bei Y1-Zellen ergaben,
dass der Transkriptionsfaktor SF-1 an gemeinsame Promotor-Elemente upstream der
Steroidhydroxylasen bindet und ihre gleichzeitige Expression reguliert (168, 169). Die
vorliegenden Daten zeigen hingegen unter Etomidat-Behandlung der NCI-h295-Zellen
eine gegenldufige Regulation der Proteinexpression von ACTH-Rezeptor und P450scc,
so dass weitere Faktoren eine Rolle spielen miissen.

Bei Y1-Zellen und in humanen Nebennieren konnte fiir P450scc, P450c21, P450cl1
und fiir P450c17 der Transkriptionsfaktor "chicken ovalbumin upstream promoter

transcription factor” (COUP-TF) als weiterer negativer Regulator der Transkription
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nachgewiesen werden (170, 171). Studien des P450c11- und P450c17-Promoters bei
NCI-h295-Zellen zeigten, dass auch die Transkriptionsfaktoren CRE-binding Protein
und activating transcription factor 1 und 2 (ATF-1 und ATF-2) sowie Sp1, Sp3 und NF-
IC an der Kontrolle der Promoteraktivitit beteiligt sind (172, 173). Auch die
Aktivierung des Transkriptionfaktors AP-1, einem Dimer aus den Proteinen der jun-
und fos-Familie, durch ACTH-Stimulation konnte als Einflussfaktor der
transkriptionellen Aktivitdt des P450cl1-Promoters in Y-1-Zellen nachgewiesen werden
(174). Die Expression der Steroidbiosynthese-Enzyme unterliegt also einer Vielzahl
verschiedener FEinflussfaktoren. Es wire denkbar, dass Adrenostatika direkt oder
indirekt einen der aufgefiihrten Steuerungsfaktoren beeinflussen kdnnen.

Die Untersuchungen beziiglich der Proteinexpression von SF-1 zeigten keine
Beeinflussung durch Etomidat, wihrend sich durch ACTH eine leichtgradig und durch
Forskolin eine deutlich vermehrte Proteinexpression nachweisen lief. Hierbei blieb
jedoch die phosphorylierte und damit aktivierte Form von SF-1, die durch den
verwendeten Antikorper nicht spezifisch detektiert werden kann, unberticksichtigt, eine
Beeinflussung der Aktivitdat von SF-1 durch ETO ist somit nicht auszuschlieBen. Ein
Antikorper gegen Phospho-SF-1 ist kommerziell nicht erhéltlich.

Die Arbeit von Wu et al. konnte eine Steigerung von Zellproliferation, Steroidogenese
und mRNA-Expression von P450scc, P450c17 und der 3-B-HSD in humanen mit einer
aktiven K-Ras-Mutante transfizierten Nebennierenzellen zeigen (175). Eine Hemmung
der Phosphorylierung von ERK1 und 2 durch ETO lieB sich in den Western Blot-
Untersuchungen nachweisen, so dass hier ein moglicher Erkldrungsansatz fiir die
verminderte mRNA-Synthese der Steroidbiosynthese-Enzyme zu finden ist. Die
Steigerung der P450scc-und der StAR-Proteinexpression ist hierdurch jedoch nicht
erklart. Die StAR-Expression wird bekanntermaBlen durch eine Aktivierung des
Proteinkinase A- und auch des Proteinkinase C-Weges gesteigert (176, 177). In einer
Arbeit von Huang und Li konnte gezeigt werden, dass Dexamethason bei kultivierten
prdovulatorischen Rattenfolikel die LH-stimulierte StAR-Expression hemmen konnte,
was auf einen fiir StAR bislang noch nicht weiter charakterisierten Glukokortikoid-
Rezeptor-vermittelten Mechanismus zuriickgefithrt wurde (178). Im Umkehrschluss
wire also denkbar, dass die Hemmung der Steroidbiosynthese zu einem gegenteiligen

Effekt fir die StAR- und auch die P450scc-Expression und zu einer reaktiven
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kompensatorischen Hochregulation fithren konnte. Demgegeniiber stehen jedoch
Ergebnisse, die zeigen, dass eine ERK-Aktivierung bei Y-1-Zellen zu einer vermehrten
StAR-Proteinsynthese fiihrt (179), angesichts der durch ETO bewirkten Hemmung der
ERK-Phosphorylierung wire demnach eine Verminderung des StAR-Proteins zu
erwarten gewesen. Eine weitere Arbeit zeigt fiir die beiden adrenostatisch wirkenden
Imidazole Econazol und Miconazol eine Verminderung der BupcAMP-induzierten
StAR-Proteinsynthese bei demgegeniiber jedoch gesteigerter StAR-mRNA-Synthese
nach 4-stiindiger Inkubation, Daten zu langerfristigen Inkubationszeiten existieren nicht

(180).

4.3 Effekte von Etomidat auf den ACTH-Rezeptor

In den Arbeiten von Fassnacht (129) und Picard-Hagen (128) konnte bereits fiir die
beiden Adrenostatika Aminoglutethimid und Metyrapon nachgewiesen werden, dass die
Inkubation von Nebennierenrindenzellen mit diesen Substanzen zu einer
dosisabhingigen Verminderung der ACTH-R mRNA-Expression sowie der Expression
einiger Steroidbiosynthese-Enzyme fiihrt. Die Behandlung mit Aminoglutethimid (AG)
oder Metyrapon (MTP) fiihrte zu einer zeit- und dosisabhidngigen Verminderung der
ACTH-R-mRNA-Synthese, die durch die Substitution von Hydrocortison sowie durch
Erhohung der intrazelluldren cAMP-Konzentration durch Forskolin reversibel war (128,
129). Daten zur Proteinexpression des ACTH-Rezeptor unter Adrenostatika-
Behandlung liegen bislang nicht vor.

Die Hormonuntersuchungen zeigen, dass Etomidat in seiner adrenostatfsehen Potenz
AG und MTP iiberlegen ist, so dass sich die Frage stellte, ob und inwieweit sich auch
fiir diese Substanz ein Effekt auf den ACTH-R feststellen lassen wiirde.

Eine Verminderung der ACTH-R mRNA-Expression lief sich fiir ETO in hoheren
Konzentrationen ebenfalls nachweisen, jedoch nicht in vergleichbarer Auspriagung und
Signifikanz wie dies fiir AG und MTP gezeigt werden konnte. Die Proteinexpression
des ACTH-R zeigte sich durch ETO deutlich vermindert und war durch Forskolin,
geringgradig auch durch ACTH stimulierbar.
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Da sich AG und MTP sowohl in ihrer molekularen Struktur als auch in ihrem
Angriffspunkt an den P450-Enzymen voneinander unterscheiden und der Effekt
teilweise durch Substitution mit Hydrocortison reversibel war, liegt die Vermutung
nahe, dass es sich um einen generellen Effekt adrenostatisch wirkender Substanzen
handeln muss.

In einigen Untersuchungen konnte an Schafs-NNR-Zellen und an Nebennieren von
Meerschweinchen gezeigt werden, dass Glukokortikoide die ACTH-induzierte cAMP-
Synthese bzw. Cortisol-Antwort verstiarken (127, 181, 182), ein Effekt, den man auf
eine Hochregulation der ACTH-Rezeptor- Expression durch Glukokortikoide
zuriickfiihrte. In spiteren Arbeiten lief sich eine zeit- und dosisabhiingige Steigerung

der ACTH-R-mRNA-Expression durch Glukokortikoide feststellen (128).

Um neben dem Nachweis der ACTH-Rezeptor-Expression auf Transkriptionsebene
auch Aussagen lber die funktionelle Ebene bzw. Proteinebene machen zu konnen,
wurde als weiteres Verfahren die Messung der ACTH-induzierten Synthese von cAMP
gewihlt. Da der ACTH-R iiber ein G-Protein mit einer Adenylatzyklase gekoppelt ist,
ldsst sich somit indirekt eine Aussage iliber das Vorhandensein von ACTH-R-Proteinen
und deren funktionelle Aktivitét treffen.

Die cAMP-Antwort war bereits bei den unbehandelten Kontrollzellen gering und lief3
sich durch Inkubation mit 60 uM ETO nicht signifikant beeinflussen.

Zudem waren die Cortisol- und cAMP-Antwort unbehandelter NCI-h295-Zellen auf
ACTH relativ gering, so dass man davon ausgehen kann, dass die ACTH-R-Expression

dieser Zelllinie insgesamt passager oder permanent deutlich erniedrigt ist.

4.3.1 Mechanismen der ACTH-R-Regulation

4.3.1.1 Der Proteinkinase-A-Signalweg

Der Proteinkinase-A-Signaltransduktionsweg ist ein  wichtiger Weg der

Signaliibermittlung durch ACTH. ACTH und Forskolin sind starke Stimulatoren der
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ACTH-R-Promotor-Aktivitdt und fithren zu einer deutlichen Steigerung der ACTH-R-
mRNA-Synthese (183-192). ’

Im humanen ACTH-R-Promoter konnten mehrere cAMP response elements (CRE)
identifiziert werden (123, 193, 194). An diese CREs binden durch die Proteinkinase A
aktivierte sogenannte CRE Bindungsproteine (CREB) und regulieren die
Genexpression. Mutationen, die eine Forskolin- und ACTH-Resistenz der
Adenylatzyklase bedingen, fiihrten zu einem Verlust der ACTH-R-Expression (124).
Inkubation von NCI-h295-Zellen mit ETO iiber 48 Stunden fiihrte, wie schon fiir AG
und MTP (129) dargestellt, zu keiner Anderung der basalen intrazelluliren cAMP-
Synthese. Eine Beeinflussung nachgeschalteter Prozesse wie beispielsweise Hemmung

der Aktivierung der CREBs durch Adrenostatika ist jedoch vorstellbar.

4.3.1.2 Glukokortikoide und ACTH-R-Expression

Untersuchungen der Gruppe um Durand an Schafs-NNR-Zellen wiesen eine Steigerung
der cAMP-Antwort sowie der Steroidogenese auf ACTH nach Langzeitbéhandlung mit
Glukokortikoiden nach (127). Es liel} sich weiterhin eine gesteigerte ACTH-R-mRNA-
Expression nach Glukokortikoidinkubation feststellen (128). Im ACTH-R-Promoter der
Maus konnte ein Glucocorticoid response element (GRE) identifiziert werden (195).
Sollte also auch beim humanen ACTH-R-Promoter ein GRE existieren, wire dies eine
mogliche Erkldrung fiir die inhibitorische Wirkung der Adrenostatika auf die ACTH-R-
Expression.

Insgesamt scheinen die Glukokortikoide jedoch nur eine untergeordnete Rolle in der
Regulation der ACTH-R-Expression zu spielen. So fiihrte beispielsweise die
Behandlung von Ratten mit hohen Dosen Dexamethason zu einer Suppression der
ACTH-R-Expression. Die Dexamethason-induzierte Hemmung der ACTH-Sekretion
hatte offenbar einen stidrkeren Einfluss auf die ACTH-R-Expression als das lokale

Uberangebot an Dexamethason (196).
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4.3.1.3 Der Proteinkinase C-Weg

Ein ebenfalls bedeutsamer Signaltransduktionsweg ist der Proteinkinase-C-(PKC-)Weg.
In verschiedenen Studien lieff sich nachweisen, dass Angiotensin II die ACTH-R-
Expression in Nebennierenzellen steigert (122, 125, 126, 197). Zwei AP-1-
Bindungsstellen konnten in der ACTH-R-Promoterregion nachgewiesen werden, die bei

der Angiotensin II-stimulierten ACTH-R-Gentranskription beteiligt sind (197).

4.3.1.4 Nukleiire Transkriptionsfaktoren

Nukledre Rezeptoren sind durch Liganden induzierbare Transkriptionsfaktoren, die
spezifisch die Expression von Genen regulieren. Thre primdre Funktion ist es, die
transkriptionelle Antwort von Zielzellen auf verschiedene Signalmolekiile zu
vermitteln.

Zwei Faktoren, steroidogenic factor-1 (SF-1) und dosage-sensitive sex reversal adrenal
hypoplasia congenita, critical region on the X-chromosome gene-1 (DAX-1) sind fiir
die Entwicklung und spezifischen Funktionen der Nebenniere in besonderem Malle

wichtig und sollen kurz niher besprochen werden.

SF-1 und DAX-1

SF-1 stellt einen wichtigen Transkriptionsfaktor in steroidbildenden Zellen dar und
gehort zur Familie der nukledren Hormonrezeptoren, die auch die Steroidhormon- und
Schilddriisenhormonrezeptoren umfassen.

Die Transkription mehrerer Cytochrom P450-Enzyme, des ACTH-R und StAR wird
durch SF-1 aktiviert. Bindungsstellen konnten in verschiedenen Cytochrom P450- und
im ACTH-R-Promoter nachgewiesen werden. Fiir den humanen ACTH-R-Promoter
sind bisher drei SF-1-Bindungsstellen charakterisiert worden (198, 199). Mutationen
von SF-1 fithrten zu einer verminderten ACTH-R-Expression (200).Weiterhin konnte

am Rattenmodell gezeigt werden, dass SF-1 neben seinem Einfluss auf die adrenale
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Steroidogenese eine wichtige Rolle im embryonalen wie auch im adulten

Nebennierenwachstum spielt (201).

DAX-1, ein weiterer nukledrer Transkriptionsfaktor, steht in engem funktionellem
Zusammenhang mit SF-1. DAX-1 interagiert mit SF-1 und antagonisiert die SF-1-
vermittelte Gentranskription, dhnlich wie auch chicken ovalbumin upstream promoter
transcription factor (COUP-TF). Umgekehrt wird die DAX-1-Expression durch SF-1
aktiviert (199, 202). DAX-1 kann also u. a. zu einer Hemmung der ACTH-R-Promoter-
Aktivitidt beitragen. Die SF-1-Proteinexpression zeigte sich durch ETO nicht verédndert,
aufgrund der fehlenden Verfiigbarkeit eines pospho-spezifischen SF-1-Antik&rpers
konnte der Phosphorylierungsstatus jedoch nicht untersucht werden. Gyles et al konnten
zeigen, dass eine ERK-Aktivierung in einer verstdrkten Phosphorylierung von SF-1
resultiert (179). Daraus konnte man bei einer Hemmung der ERK-Phosphorylierung,

wie durch ETO gezeigt, eine verminderte SF-1-Aktivitit erwarten.

4.4  Effekte der Adrenostatika auf Wachstumsverhalten und Zellmorphologie

In den Wachstumskurven zeigte sich fiir ETO eine dosisabhingige signifikante
Suppression des Zellwachstums auch in Bereichen, die unterhalb der hypnotisch
wirkenden Konzentration von 6 uM lagen (82).

Der proliferationshemmende Effekt liel sich durch die Substitution von 5 uM

Hydrocortison nicht autheben.

Dazu lassen sich folgende Erklarungshypothesen aufstellen :

1. die Proliferatonshemmung wird nicht oder zumindest nicht allein durch
Steroidmangeleffekte hervorgerufen.

2. Die Substitution von 5 uM Hydrocortison fiihrte intrazelluldr nicht zu einem
Ausgleich des Hormonmangels

3. Der Mangel anderer Hormone, die nicht substituiert wurden, bewirkt einen

proliferationshemmenden Effekt
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Dass ein Steroidmangel an der Wachstumsverzogerung beteiligt sein muss, lisst die
Tatsache vermuten, dass die Inkubation von NCI-h295-Zellen mit AG ebenfalls zu einer
geringfiigigen Wachstumsverzogerung fiihrte, die zumindest teilweise durch
Substitution mit 12 pM Hydrocortison reversibel war. Wie bereits erwihnt,
unterscheiden sich ETO und AG sowohl in ihrer Struktur als auch in ihrem
Angriffspunkt an den Steroidbiosynthese-Enzymen, so dass hier ein genereller Effekt
adrenostatisch wirkender Substanzen vorliegen muss.

Die Hydrocortison-Konzentration von 5 pM lag iiber der bei unbehandelten
Kontrollzellen nach Beendigung der 10-tdgigen Inkubationszeit im Kulturmedium
gemessenen maximalen Cortisol-Konzentration, so dass extrazelluldr ein éusreichenden
Cortisolangebot vorhanden war. Mdoglicherweise konnte jedoch intrazelluldr kein

suffizienter Ausgleich erzielt werden.

In der Literatur werden meist proliferationshemmende Wirkungen durch
Glukokortikoide beschrieben. So fiihrte die Inkubation von Ratten-Nebennieren-
Organkulturen mit Hydrocortison zu einer signifikanten Abnahme der
Zellteilungsaktivitit (203). Corticosteron fithrte zu einer Inhibition der Zellreplikation
von Y1-Zellen (204). In den Untersuchungen von Arola et al. zeigte sich eine geringe
proliferationsférdernde  Wirkung von Corticosteron auf das Proliferationsverhalten
unbehandelter Primdrkulturzellen fetaler Rattennebennieren. ACTH fiihrte nach 72-
stiindiger Inkubation zu einem proliferationsfordernden Effekt, der sich durch
Koinkubation mit Corticosteron hemmen lie. Etomidat bewirkte eine
Wachstumsinhibition unbehandelter Zellen, zeigte jedoch bei ACTH—vérbehandelten
Zellen eine Steigerung der Proliferationsrate (205)

Betrachtet man die Signaltransduktionsebene, so ldsst sich fiir Dexamethason eine
inhibitorische Wirkung auf die Aktivierung von Erk1/2 (extracellular signal regulated
kinase 1 und 2), einem Schliisselprotein der MAP Kinase Kaskade und c-Jun N-terminal
kinase (JNK) nachweisen (206, 207). Beide Proteine sind in wachstumsaktivierende
Signalwege involviert. Es lief sich beobachten, dass der Glukokortikoidrezeptor nach
Bindung mit seinem Liganden die Aktivitdt verschiedener Transkriptionsfaktoren , (u. a.

AP-1, NFkB) durch Protein-Protein-Interaktion antagonisieren konnte (208). Fernandes

e
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et al. konnten fiir Glukokortikoide einen hemmenden Effekt auf die Cyclin D1-Synthese

nachweisen, ein Einfluss auf die Erk-Aktivierung war nicht feststellbar (209).

Diese Daten machen den Mangel an Glukokortikoiden durch Etomidat-Behandlung als
Ursache fiir eine wachstumshemmende Wirkung eher unwahrscheinlich. Da neben der
Synthese von Cortisol als Hauptvertreter der Glukokortikoide in héheren Dosen auch
die Synthese der adrenalen Androgene und der Mineralokortikoide inhibiert wird, wire
der Mangel an diesen Hormonen als wachstumshemmender Mechanismus zu iiberlegen.
Die Inkubation der Nebennierentumorzelllinie SW-13 mit Testosteron, DHEA,
17BOstradiol, Cortisol und Aldosteron iiber 24 Stunden fihrte in einer Studie von
Brown et al. zu folgendem Ergebnis: 17BOstradiol und Testosteron filhrten zu einer
deutlichen ErhShung der Erkl- und Erk2-Aktivitdt im Vergleich zu Kontrollzellen,
wihrend DHEA, Cortisol und Aldosteron ohne Einfluss auf die Erk-Aktivierung blieben
(210). Peterziel et al. demonstrierten ebenfalls die Aktivierung des MAP-Kinase-Weges
durch Dihydrotestosteron in Prostatakarzinomzellen (211). Im Gegensatz dazu
beschreibt die Gruppe um degli Uberti einen hemmenden Effekt von Dihydrotestosteron

auf das Proliferationsverhalten von NCI-h295 Zellen (212, 213).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ETO in einer Konzentration von 60 uM zu
einer Hemmung der ERK-1 und-2-Phosphorylierung und damit zu einer Hemmung des
MAPK-Signaltransduktionsweges fiihrt. Die in den Wachstumskurven festgestellten
proliferationshemmenden Effekte zeigten sich bei Konzentrationen, bei denen bereits
auch das P450scc-Enzym gehemmt wurden, d. h. auch die adrenalen Androgene
erniedrigt waren. Man konnte also anhand der oben aufgefiihrten Daten zur Androgen-
induzierten Aktivierung der MAPK davon ausgehen, dass die verminderte ERK-
Phosphorylierung Resultat einer Androgendefizienz ist und eine Verminderung der
Zellproliferation zur Folge gehabt hat. In niedrigeren Konzentrationen, in denen es
infolge der initialen P450c11-Inhibition zu einer Androgenakkumulation kommt, wire
demnach ein gegenteiliger Effekt mit Aktivierung von ERKs und Zellproliferation zu

erwarten.
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In den MTT-Tests lieB} sich der proliferationshemmende Effekt von ETO auf NCI-h295-
Zellen nicht bestidtigen. Fiir die weiter untersuchten adrenalen Zellen'(SW~13 und
Rinder-NNR-Primérkultur) lief sich lediglich in hohen Konzentrationen -eine
Wachstumsverzogerung feststellen.

HT-29- und MCF-7-Zellen zeigten keine Proliferationshemmung durch ETO,

moglicherweise ein Hinwelis, dass es sich um einen NN-spezifischen Effekt handelt.

Es stellt sich die Frage, wie diese Diskrepanz zwischen den beiden unterschiedlichen
Methoden der Zellproliferationserfassung zu erkléren ist.

Das Prinzip des MTT-Tests beruht auf der Aktivitidt mitochondrialer Dehydrogenasen
und setzt voraus, dass die Zahl der intrazelluldr vorhandenen Mitochondrien konstant
bleibt und mit der Zellzahl korreliert.

Diese Konstanz der Mitochondrienzahl ist jedoch nicht immer gegeben. So konnte
beobachtet werden, dass Skelettmuskeln, die iiber einen ldngeren Zeitraum zur
Kontraktion stimuliert wurden, mit einer starken Zunahme der Mitochondrienzahl bis
auf das 5-10fache reagierten (99). Da die beiden durch ETO inhibierten
Steroidbiosynthese-Enzyme P450scc und P450c11 mitochondrial lokalisiert sind,
konnte eine Verdnderung der Morphologie sowie der Zahl der Mitochondrien ein
Erkldarungsmodell fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der Zellzdhlungsversuche der
Wachstumskurven und der MTT-Tests sein.

Es wire also vorstellbar, dass eine reaktive Vermehrung der Mitochondrienzahl infolge
Inkubation mit ETO erfolgt sein konnte.

Aus diesem Grund wurden die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
durchgefiihrt.  Hierbei  lieB  sich  zumindest eine  Verinderung  der
Mitochondrienmorphologie durch ETO ausschlieBen. Die Frage nach der Zahl der
Mitochondrien bei ETO-behandelten im Vergleich zu unbehandelten Zellen war nicht
eindeutig zu beantworten, es kam zumindest zu keiner gravierenden Verdnderung der
Mitochondrienzahl.

Weiterhin konnte die Aktivitdt der mitochondrialen Succinat-Dehydrogenase, die fiir die
Farbstoffumwandlung beim MTT-Test verantwortlich ist, durch ETO gesteigert werden.
Fiir die MTT-Test-Versuche wurde die adhirent wachsende Form der NCI-h295-Zellen

eingesetzt, wihrend fiir die Wachstumskurven die in Suspension wachsende Form




78

verwendet wurde. Es ist bekannt, dass eine Reihe von Membranproteinen einen
wesentlichen Einfluss auf intrazelluldre Signaltransduktionsprozesse haben (96), so dass
hier eine weitere Erkldrung fiir das unterschiedliche Wachstumsverhalten der beiden

Zellformen zu vermuten ist.

Desweiteren stellte sich die Frage, ob die in den Wachstumskurven nachgewiesene
Verminderung der Zellzahl Folge einer Verlangsamung des Zellzyklus ist oder durch
die Auslésung von Apoptose zustande kam.

Das Wachstumsmuster im Zeitverlauf liefl eine Verzdgerung des Zellzyklus mehr als
eine Verminderung der Zellzahl durch apoptotische Prozesse vermuten, denn auch bei
den ETO-behandelten Zellen zeigte sich eine kontinuierliche, wenn auch verminderte
Zunahme der Zellzahl, wihrend bei Apoptoseprozessen eine rasche und kontinuierliche
Abnahme der Zellzahl zu erwarten wire.

Die durchgefiihrte Zellzyklusanalyse zeigte keine signifikante Verzogerung des
Zellzyklus durch ETO, eine gewisse Tendenz ldsst sich jedoch erkennen (s. Tab &)

So befanden sich nach 24-stiindiger Inkubationszeit 4,6% der Kontrollzellen in der
Interphase nach Durchlaufen eines weiteren Zellzyklus gegeniiber 1,3% der Zellen, die
mit 60 uM ETO behandelt worden waren und nach 48-stiindiger Inkubationszeit 40,8%
der Kontrollzellen versus 28,6% der mit 60 uM ETO behandelten Zellen. Nach 72
Stunden lieBen sich 59,2% der Kontrollzellen in der Interphase nach erfolgter weiterer
Replikation nachweisen, wihrend sich 72,4% der mit ETO behandelten Zellen in dieser
Phase befanden, was sich dadurch erklidren ldsst, dass bereits mehr Zellen der Kontrolle
in die folgende Synthesephase iibergegangen sind.

Die erginzend durchgefiihrten Untersuchungen zur Apoptose schlossen wie erwartet
diesen Mechanismus als entscheidenden Effekt einer antiproliferativen Wirkung
Etomidats aus. Der Anteil apoptotischer sowie nekrotischer Zellen war bei ETO-

behandelten und bei unbehandelten Kontrollzellen gleich grof3.

e
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5. Zusammenfassung

Etomidat wird aufgrund seines raschen Wirkungseintrittes, einer hohen adrenostatischen
Potenz und seiner verhdltnisméBig guten klinischen Vertriglichkeit zunehmend in der
Behandlung des ausgeprigten Hyperkortisolismus verwendet.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Etomidat auf die adrenale
Steroidbiosynthese, die ACTH- -Rezeptor-Expression und das Prohferatlonsverhalten der
Nebennierenrinde untersucht. Als Antwort auf die einleitend genannten Fragestellungen

lasst sich folgendes zusammenfassen:

Beziiglich der Wirkung auf die Steroidbiosynthese erwies sich Etomidat als bislang
potentestes Adrenostatikum, das eine frihzeitige Inhibition von P450c11 und in hoheren
Konzentrationen eine Inhibition von P450scc zeigte. Weiterhin besitzt ETO eine bislang
noch nicht beschriebene inhibitorische Wirtkung auf die Aktivitit der DHEA-
Sulphotransferase. Auf mRNA-Ebene fihrte ETO zu einer leichtgradigen
Verminderung der Expression von P450c]7 und P450c21, auf Proteinebene lief sich
dahingegen eine deutlich vermehrte Expression von P450scc und eine leichtgradig

vermehrte Expression von StAR nachweisen.

Die Expression des ACTH- -Rezeptors wird durch Etomidat sowoh] auf mRNA- als
auch auf Proteinebene zumindest in hohen Konzentrationen gehemmt, ein Hinweis
darauf, dass die ACTH-R- -Expression durch intrazellulir vorhandene Steroidhormone
beeinflusst wird. Der fiir die ACTH-R-Expression als wesentlich relevant beschriebene
Transkriptionsfaktor SF-1 bleibt zumindest im AusmaB seiner Proteinexpression durch

ETO unbeeinflusst.

Ein signifikanter dosisabhingiger Einfluss von ETO auf das Proliferationsverhalten
adrenaler Zellen lisst sich in den Wachstumskurven nachweisen. Eine mogliche
Erklérung hierfiir ist die reduzierte Phosphorylierung von ERK-1 und -2, die moglicher
weise partiell als Folge eines intrazelluliren Androgenmangels zu sechen ist. Die
Ergebnisse der MTT-Tests zeigen in  sehr hohen Konzentrationen einen

proliferationshemmenden Effekt auf adrenale Zellen, die nichtadrenalen Tumorzellen
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MCF-7 und HT-29 bleiben unbeeinflusst. Die Verminderung der Zellzahl ist eher durch
eine Verzdgerung des Zellzyklus als durch die Auslosung von Apoptose zu erkldren.
Morphologische ~ Verinderungen  durch ~ ETO  liefen  sich in  den

elektronenmikroskopischen Darstellungen nicht nachweisen.
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