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1. Einleitung 
 

1.1 Die Nebenniere und ihre Regulation 

 

Die paarigen Nebennieren sitzen retroperitoneal den oberen Polen der Nieren auf. Sie 

werden von der Fettkapsel der Niere umschlossen und von den Aa. suprarenales 

superiores aus den Aa. phrenicae inferiores, Aa. suprarenales mediales aus der Aorta 

und den Aa. suprarenales inferiores aus den Aa. renales versorgt (1). 

Die Nebennieren bestehen aus zwei verschiedenen Anteilen mit unterschiedlicher 

Entstehung, Funktion und Struktur: dem Nebennierenmark (NNM) und der 

Nebennierenrinde (NNR).  

Die Nebenniere gehört zu den endokrinen Drüsen und ist durch die Sekretion von 

Steroidhormonen und Katecholaminen an der Regulation vieler Stoffwechselprozesse 

beteiligt und produziert lebenswichtige Hormone (1, 2). 

 Die NNR ist mesodermalen Ursprungs. Sie macht mehr als 90% des gesamten Organs 

aus und umgibt das Nebennierenmark. Beim Erwachsenen wird sie in drei verschiedene 

Schichten aufgeteilt, die sich sowohl in ihrer endokrinen Funktion als auch in ihrer 

Gewebeart unterscheiden. Während der fetalen Entwicklungphase ist noch eine 

zusätzliche vierte bzw. fetale Schicht vorhanden. Die Zona glomerulosa liegt 

subkapsulär und macht 10-15% des Gewebevolumens der NNR aus. Diese äußere 

Schicht synthetisiert und sezerniert vor allem Mineralokortikoide. Aldosteron ist beim 

Menschen der wichtigste Vertreter der Mineralokortikoide. Die mittlere Schicht (Zona 

fasciculata) macht ca. 80% des Gewebevolumens der NNR aus. Die Zona fasciculata 

synthetisiert hauptsächlich Glukokortikoide mit Kortisol als Haupvertreter und zu einem 

geringen Anteil Androgene. Die marknahe Zona reticularis macht 5-10% des 

Gewebevolumens der NNR aus und ist Hauptursprungsort der Androgenvorläufer. Hier 

werden vor allem Dehydroepiandrosteron [DHEA] und Androstendion als 

Ausgangssubstanzen für Sexualhormone in andere Gewebe exportiert. Zudem werden 

zu einem weit geringeren Anteil Glukokortikoide synthetisiert (3). 

Die Zonae fasciculata und reticularis werden als funktionelle Einheit angesehen. Beiden 

ist die Glukokortikoid- und Androgenproduktion gemeinsam (4). Die Zona fasciculata 

dient hierbei der Akutreaktion mit schnell erhöhter Cortisolproduktion auf ACTH
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[Adrenocorticotropes Hormon]-Stimulation, wohingegen die Zellen der Zona reticularis 

für den Erhalt der basalen Glukokortikoidsekretion verantwortlich gemacht werden (4, 

5). Die Regulation der Aldosteronsekretion erfolgt über das Renin-Angiotensin-

Aldosteron-System [RAAS]. Dieses Regulationssystem ist von der ACTH-Stimulation 

weitgehend unabhängig. Die Regulation der Zonae fasciculata und reticularis erfolgt 

entlang der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse [HPA-Achse] (3).  

Das Nebennierenmark ist ein Abkömmling der Sympathikuszellen und ensteht aus dem 

Neuroektoderm. Die Neuroblasten differenzieren im NNM zu chromaffinen bzw. 

phäochromen Zellen, Ganglienzellen und zu extraadrenalen paraganglionären Zellen. In 

den chromaffinen Zellen werden aus L-Tyrosin sowohl Adrenalin (zu ca. 80%) als auch 

Noradrenalin (zu ca. 20%) gebildet und bei Bedarf direkt an das Blut abgegeben (3). 

 

Die Regulation der Hormonbiosynthese in der Nebenniere ist sehr komplex und ist bis 

dato nur teilweise verstanden. Der Hauptregulator im Regelkreis der adrenalen 

Glukokortikoidsynthese ist das aus dem Hypophysenvorderlappen [HVL] stammende 

ACTH. Seine Wirkung wird über einen G-Protein gekoppelten Rezeptor, den ACTH-

Rezeptor bzw. Melanocortin-2-[MC2]-Rezeptor, vermittelt (6-8). Durch die Interaktion 

mit dem MC2R wird ein ACTH-induzierter cAMP-[cyclisches 

Adenosinmonophosphat]-Anstieg beobachtet, der mit einer Aktivierung der cAMP-

abhängigen Proteinkinase A [PKA] mit nachfolgend erhöhter steroidogener 

Gentranskriptionsrate einhergeht (9). Die Regulation der ACTH-Sekretion erfolgt durch 

den Hypothalamus vor allem durch das Corticotropin-Releasing Hormon [CRH]. 

Weitere Substanzen wie atriales natriuretisches Peptid [ANP] (10), Oxytocin (11), 

Epinephrin, Angiotensin II [AngII] (12), vasoaktives intestinales Polypeptid (VIP) (13-

15), Zytokine (16) und Glukokortikoide selbst wie auch Stress weisen ebenfalls teils 

stimulierende teils hemmende Effekte auf die ACTH-Sekretion auf.  

ACTH ist ein unverzweigtes Peptidhormon aus 39 Aminosäuren und ist Bestandteil des 

größeren Vorläufermoleküls POMC [Proopiomelanocortin], aus dem die Hormone β-

Lipotropin, β-Endorphin, β-Melanotropin sowie ACTH enzymatisch abgespalten 

werden (3). In der Nebenniere wirkt ACTH vor allem stimulierend auf die adrenale 

Steroidbiosynthese bzw. –sekretion, RNA [Ribonukleinsäure]- und Proteinsynthese. 

Desweiteren ist eine ACTH-Stimulation mit einer Größenzunahme der Nebenniere 
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assoziiert. Die Größenzunahme scheint eher auf einer Hypertrophie der Zellen als auf 

einer erhöhten Mitoserate der Zellen zu basieren (17). Einige Studien wiesen ACTH 

zudem eine antimitogene bzw. antiproliferative Eigenschaft zu (18-21). Demnach sind 

andere POMC-Abkömmlinge für das adrenale Wachstum verantwortlich (17, 20, 22, 

23). In einer Arbeit von Fassnacht et al. (22) konnte das humane 1-28 N-terminale 

POMC [N-POMC] als mitogener Faktor des adrenalen Wachstums dargestellt werden. 

Ferner führte N-POMC zur Inhibition der adrenalen Steroidbiosynthese. Aufgrund ihrer 

entgegengesetzten Wirkung sind N-POMC und ACTH an der Regulation des 

Wachstums und der Steroidbiosynthese der Nebenniere beteiligt(22). 

 

Die Hormonbiosynthese in steroidogenen Zellen wird v.a. durch die ACTH-induzierte 

Aktivierung des cAMP/PKA-Signalweges reguliert (24, 25). Infolge der aktivierten 

PKA wird die Phosphorylierung zahlreicher Proteine (wie die Cholesterolester-

Hydrolase) wie auch Trankriptionsfaktoren (wie steroidogenic factor-1 [SF-1], GATA-

4 [GATA binding protein 4] und cAMP response-element binding protein  [CREB] ) 

aktiviert, die wiederum die Induktion an der Steroidbiosynthese beteiligter Gene 

inklusive dem steroid acute regulatory [StAR] - Gen zur Folge hat (26-28). Die 

Korrelation zwischen gewebespezifischer Expression des StAR-Gens und der Fähigkeit 

der Hormonproduktion indiziert die spezifische Rolle des StAR-Proteins in der 

Steroidbiosynthese (27, 29). Eine Inhibition der StAR-Proteinexpression auf 

transkriptionaler bzw. translationaler Ebene führt zu einer dramatischen Reduktion der 

Hormonsynthese (30). In ca. 10-15% d. F. wird die Hormonsynthese durch StAR-

unabhängige Mechanismen vermittelt (31, 32).  

 

In der Literatur existieren zahlreiche Hinweise auf andere Signalwege, die an der 

Regulation der adrenalen Steroidbiosynthese beteiligt sind. In manchen Fällen agieren 

diese Kaskaden cAMP/PKA-unabhängig (33) und in anderen Fällen besitzen sie einen 

synergetischen Effekt zur PKA. Allen ist die Regulation der Steroidhormonbiosynthese 

und z.T. der StAR-Proteinexpression gemeinsam. Allerdings im Vergleich zur 

cAMP/PKA-Antwort wird durch die cAMP-unabhängige Induktion weniger als 1% der 

PKA-induzierten Steroidbiosynthese erreicht (34). 
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Zahlreiche Studien demonstrierten, dass einige Wachstumsfaktoren - besonders basic 

fibroblast growth factor [bFGF], epidermal growth factor [EGF], transforming growth 

factor-β1 [TGF-β1] wie auch insulin-like growth factor-1 / -2 [IGF-I/II] - in der 

intraadrenalen Regulierung von Mitogenese und Steroidgenese wie auch StAR-

Expression in murinen Leydig-Zellen (35, 36) und adrenocorticalen Zellen (26, 37-39) 

beteiligt sind. 

Hierbei vermitteln EGF und IGF-1 ihre stimulierende Wirkung über den mitogen-

activated protein kinase [MAPK] / extracellular signal-regulated kinase [ERK]-

Signalweg. Bereits in früheren Studien wurde die Beteiligung dieser MAPK/ERK-

Kaskade in der Steroidbiosynthese und StAR-Expression dargestellt (26, 40-43). TGF-

β1 hingegen wirkt proliferationshemmend (44). 

 

In jüngsten Untersuchungen zeigte sich, dass der Proteinkinase-C [PKC]-Signalweg 

eine wesentliche Rolle in der IGF-1 vermittelten StAR-Expression und Hormonsynthese 

spielt.  

Die PKC kann sowohl hemmende (45) als auch stimulierende (oder keine) Wirkungen 

auf die Steroidbiosynthese aufweisen (26, 34).  

Zudem aktiviert die induzierte PKC eine nachgeschaltete MAPK-Kinase [MEK]/ 

ERK1/2-Kaskade mit Folge der Phosphorylierung von CREB und einer verminderten 

Expression von DAX-1 [dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia congenita, 

critical region on the X-chromosome, gene-1] (34). DAX-1 ist ein genereller Repressor 

der adrenalen Steroidbiosynthese durch die Inhibition der SF-1-abhängigen Expression 

multipler steroidogener Enzyme (46). Durch die Beteiligung an der Genexpression von 

StAR und durch die verminderte DAX-1-Proteinexpression coreguliert der PKC-

Signalweg demnach die intraadrenale Steroidogenese (47, 48). 
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Abbildung 1:  Übersicht des MAPK-Signaltransduktionsweg (49) 

 

 
Übersicht über die 3 Hauptwege der MAPK-Kaskade ERK, p38 und JNK. Die 

Aktivierung erfolgt über eine Kaskade einzelner Kinasen im Schneeballsystem und führt 

über Phosphorylierungen zur Zellantwort. 

 

 

Weitere Studien belegen die Interaktion zwischen Immunsystem und Nebenniere. 

Zahlreiche Zytokine wirken auf die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse, 

indem sie die  Sekretion von CRH bzw. ACTH oder die adrenale Funktion direkt 

beeinflussen.  

 

Testicular macrophage derived factors [TMFs], Interleukine IL-1, -3 und -6 und das 

proinflammatorische Zytokin leukemia inhibitor factor [LIF] zeigten stimulierende 

Effekte auf die adrenale Steroidbiosynthese (26, 50-52). Tumor necrosis factor α [TNF-

α] hatte sowohl stimulierende wie auch hemmende Wirkungen. Auf hypothalamisch-

hypophysärer Ebene ist TNF-α ein potenter Induktor der ACTH-Sekretion, auf 
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adrenaler Ebene hingegen hemmt TNF-α die ACTH-induzierte Steroidbiosynthese und 

IGF-II-Expression (38, 50). 

 

Ferner wird die Beteiligung von Elektrolyten wie Chlorid [Cl-], Calcium [Ca2+] und 

Kalium [K+] in der intraadrenalen Steroidogenese gonadaler und adrenaler Zellen 

beschrieben. In steroidogenen Zellen wird eine Alteration intrazellulärer cAMP- und 

Ca2+-Konzentrationen beobachtet. Die Bedeutung des mitochondrialen Ca2+ in der 

Angiotensin-II [AngII]- bzw. K+-stimulierten Steroidbiosynthese wurde bereits in 

bovinen adrenalen Glomerulosazellen demonstriert. Die AngII-induzierte Stimulation 

ging mit einer Aktivierung der Phospholipase C einher mit Folge der Inositoltriphosphat 

[IP3]-Freisetzung und Mobilisation von Ca2+ (53). 

Ähnlich dem Ca2+ wird K+ als ein wichtiger physiologischer Regulator adrenaler 

Steroidbiosynthese betrachtet. Zum einem wirkt K+ in der AngII-induzierten 

Aldosteronsekretion mit, zum anderen ist eine durch K+ bedingte Depolarisation mit 

Öffnung spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle und somit erhöhter intrazellulärer Ca2+-

Konzentration assoziiert (26). 

In einer Arbeit von Choi et al. (54) konnte ebenfalls durch eine Mutation des Kalium 

(K(+))-Kanal, KCNJ5, eine gesteigerte Aldosteronproduktion und  Zellproliferation  

beschrieben werden.  Durch die Mutation des Kaliumkanals kam es zu einer 

gesteigerten Natrium [Na+]-Leitfähigkeit sowie vermehrten Zelldepolarisierung, welche 

wiederum mit einer erhöhten intrazellulären  Kalziumkonzentration einherging. Infolge 

dieser kam es zur gesteigerten Aldosteronproduktion und Zellproliferation. 

 

Zusammenfassend wird anhand der oben dargestellten Studien die wesentliche Rolle 

multipler Signalwege in der intraadrenalen Regulation demonstriert. Obwohl sehr 

komplex vom Verständnis, ist die Interaktion dieser Signalwege in der Regulation der 

Steroidbiosynthese und meist auch in der Induktion bzw. Inhibition der steroidogenen 

Schlüsselproteine wie der StAR-Expression von essentieller Bedeutung.
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1.2 Biosynthese der Steroidhormone 

 

In der adrenalen Steroidbiosynthese wird das Ausgangsmolekül Cholesterin 

enzymatisch in die 3 Steroidklassen Mineralokortikoide, Glukokortikoide und 

Androgene umgewandelt (55). Cholesterin entsteht v.a. in der Leber über mehrere 

Zwischenstufen aus Acetyl-Coenzym A [Acetyl-CoA] und wird durch Lipoproteine im 

Blut zu den endokrinen Drüsen transportiert. Die Nebenniere kann das Cholesterin über 

Low-density-Lipoprotein [LDL]-Rezeptoren (ca. 80% des Cholesterins) aufnehmen 

oder de novo (ca. 20% des Cholesterins) synthetisieren. In neueren Studien wird 

demonstriert, dass die Cholesterinaufnahme zusätzlich über High-density-Lipoprotein 

[HDL]-Rezeptoren erfolgt (56). Die Steroidhormone werden nur in geringer Menge an 

ihren jeweiligen Produktionsorten (NNR, Ovar, Hoden, Plazenta) gespeichert, sodass 

sie bei Bedarf zuerst aus dem zellulären Cholesterinvorrat hergestellt werden müssen. 

Cholesterin enthält 27 Kohlenstoff [C]-Atome. Über mehrere Zwischenstufen entsteht 

die Ausgangssubstanz der Steroidhormone, Pregnenolon mit 21 C-Atomen. Aus 

Pregnenolon wird Progesteron enzymatisch gebildet, das selbst ein wirksames Hormon 

ist und zum anderen als Vorläufer weiterer Steroidhormone dient: 1. die Hormone der 

NNR mit 21 C-Atomen (Endprodukt: Cortisol und Aldosteron), 2. die männlichen 

Sexualhormone (Androgene) mit 19 C-Atomen im Hoden, im Ovar und in der NNR 

(Endprodukt: Testosteron und Dihydrotestosteron) und 3. weitere weibliche 

Sexualhormone (Östrogene) mit 18 C-Atomen im Ovar (Endprodukt: Östradiol). 

Hierbei ist die Steroidbiosynthese einerseits von den vorhandenen Rezeptoren für die 

übergeordneten Steuerhormone (ACTH, FSH, LH, AngII etc.) und andererseits von der 

Dominanz der einzelnen Enzyme für die Veränderung des Steroidmolekülgerüstes in 

der jeweiligen Hormondrüsenzelle abhängig (57). 

Für die Biosynthese der Steroidhormone werden sechs verschiedene Cytochrom P450-

Enzyme und zwei Hydroxysteroid-Dehydrogenasen in den verschiedenen endokrinen 

Geweben benötigt (58). Die P450-Enzyme sind Monooxygenasen, die sowohl in der 

mitochondrialen Membran (P450scc, P450c11) als auch im endoplasmatischen 

Retikulum (P450c17, P450c21) lokalisiert sind. Sie katalysieren positions- und 

substratspezifische Hydroxylierungschritte wie auch oxidative Spaltungen von  
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C-C-Bindungen. Die NNR enthält 17-, 21- und 11-Hydroxylasen, die eine OH-Gruppe 

am entsprechenden C-Atom des Steroids einführen (57). Als einziges Enzym der 

Steroidbiosynthesekette ist  die 3-β-Hydroxysteroiddehydrogenase [3β-HSD] der P450-

Familie nicht zugehörig. Dieser Enzymkomplex ist im Endoplasmatischen Retikulum 

lokalisiert (59). 

Bis dato sind zwei geschwindigkeitsbestimmende Schritte der Steroidbiosynthese 

bekannt: zum einem die de novo-Synthese von StAR-Protein und zum anderen die 

Transkription der steroidogenen Gene der P450-Enzyme. Beiden ist die Regulation 

durch ACTH gemeinsam. Zudem regt ACTH die Interaktion von Cholesterin mit dem 

P450scc [side-chain cleavage]-Enzym an. StAR dient als Transportprotein und 

ermöglicht hierbei den Cholesteroltransfer von der äußeren zur inneren 

Mitochondrienmembran. Hier ist der P450scc-Enzymkomplex lokalisiert, der den ersten 

limitierenden Schritt der Steroidbiosynthese von Cholesterol zu Pregnenolon katalysiert 

(60, 61). Im Folgenden werden die einzelnen enzymatischen Schritte der 

Steroidbiosynthese von Cortisol, Dehydroepiandrosteron [DHEA], Androstendion und 

Aldosteron genauer dargestellt. 

Nach Bindung von ACTH an seinen Rezeptor wird als erster Schritt eine cAMP-

abhängige Proteinkinase A aktiviert, die eine Cholesterinesterhydrolyse phosphoryliert 

und damit aktiviert (62). Dadurch wird das in zytosolischen Lipidtröpfchen gespeicherte 

Cholesterin freigesetzt und gebunden an ein Trägerprotein [sterol transfer protein] in 

das Mitochondrium transportiert, wo der erste Schritt der Steroidbiosynthese stattfindet. 

Nach C20- und C22-Hydroxylierung wird in den Mitochondrien die Seitenkette am C20 

abgespalten, hierdurch entsteht aus dem Cholesterol (27 C-Atomen) das Folgeprodukt 

Pregnenolon (21 C-Atomen). Katalysiert wird dieses durch das P450scc-Enzym, auch 

als 20,22-Hydroxylase bzw. 20,22-Desmolase bekannt. Dieses Enzym kommt in allen 

drei Zonen der NNR vor und ist an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert. 

Nach Transport des Pregnenolons vom Mitochondrium zum glatten endoplasmatischen 

Retikulum findet der nächste Schritt der Cortisol- bzw. Aldosteronsynthese statt. Hier 

wird Pregnenolon entweder zu Progesteron oder zu 17α-Hydroxypregnenolon 

konvertiert (56). Die Dehydrogenierung von Pregnenolon zu Progesteron wird durch die 

3β-HSD [Hydroxysteroiddehydrogenase] reguliert. Nach drei weiteren subsequenten 

Hydroxylierungen an den C-Atomen 17, 21 und 11 entstehen aus Progesteron die 
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Mineralkortikoide Corticosteron und schließlich Aldosteron. Parallel hierzu wird 17α-

Hydroxypregnenolon zu Cortisol konvertiert. Ferner können unter Umgehung des 

Progesterons Glukokortikoide und 17-Ketosteroide aus 17-α-OH-Pregnenolon gebildet 

werden (57). Die letzen enzymatischen Schritte am C11-Atom werden durch den 

P450c11-Enzymkomplex aus 11-beta-Hydroxylase, 18-Hydroxylase und 18-Aldehyd-

Synthethase katalysiert, welcher in der inneren Mitochondrienmembran der Zonae 

fasciculata und reticularis lokalisiert ist. 

Für die Cortisol-und Androgensynthese ist eine C-17 Hydroxylierung des Pregnenolon 

bzw. Progesteron erforderlich (56, 63). Der im glatten endoplasmatischen Retikulum 

der Zellen der Zonae fasciculata und reticularis vorkommende p450c17-

Enzymkomplex aus 17-Hydroxylase und 17,20-Desmolase katalysiert diese Reaktion. 

Durch die nachfolgende Abspaltung der C-C-Seitenkette am C17-Atom entsteht DHEA. 

Androstendion entsteht durch die anschließende Katalysierung der 3-β-HSD aus DHEA. 

Somit ist die Androgensynthese in der NNR abgeschlossen. Erst im peripheren Gewebe 

erfolgt die Konversion von Androstendion zu Testosteron (63). 

Der weitaus größere Anteil der Androgene, vor allem Testosteron als wirksamstes 

Androgen, wird aber in den Leydig-Zellen des Hodens bzw. in den interstitiellen Theka- 

und Hiluszellen des Ovarialstromas gebildet (3).  

Im Gegensatz zur Androgenproduktion wird für die Synthese von Cortisol neben der 

C17-Hydroxylierung von Pregnenolon auch die Hydroxylierungsschritte an den C-

Atomen 21 und 11 benötigt (56). Durch das P450c21-Enzym wird das Progesteron in 

Richtung Aldosteron und das 17-OH-Progesteron in Richtung Cortisol hydroxyliert. Die 

p450c21-Hydroxylase ist ebenfalls im endoplasmatischen Retikulum der Zellen der 

Zonae fasciculata und glomerulosa lokalisiert (63). 

Eine Übersicht über die adrenale Steroidbiosynthese und die Lokalisation der einzelnen 

Steroidbiosyntheseenzyme geben Abbildung 2 und 3. 
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Abbildung 2:  Übersicht über die adrenale Steroidbiosynthese (64)  

 

   P450scc:: 20,22-Hydroxylase bzw. 20,22-Desmolase [CYP11A1] 

   3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (∆4-∆5 –Isomerase)  

  P450c17: 17-Hydroxylase [CYP17] 

  P450c17: 17,20-Desmolase [CYP17] 

  P450c21: 21-Hydroxylase [CYP21] 

  P450c11: 11β –Hydroxylase [CYP11B1] 

  7  P450c11: 18-Hydroxylase und 18-Oxidase è Aldosteron-Synthase [CYP11B2] 

Testosteron 

DHEA-S 
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Abbildung 3: Halbschematische Darstellung des Cholesterintransfers und 

der Lokalisation der Steroidbiosyntheseenzyme (56) 

 

 
* Regulation durch ACTH 

Der erste Schritt in der Steroidbiosynthese ist die Hydrolyse von Cholesterinestern und 

der aktive  Transfer von freiem Cholesterin zur äußeren Mitochondrienmembran durch 

ein Sterol-Transferprotein. Mittels des StAR wird das lipophile Cholesterin 

anschließend zur inneren Mitochrondrienmembran transportiert, wo die  ersten 

enzymatischen Prozesse stattfinden. An der Steroidbiosynthese sind mehrere P450-

Enzyme beteiligt, die zum einem in den Mitochondrien zum anderen im glatten 

endoplasmatischen Retikulum lokalisiert sind. 

p450scc 

P450c11 

Endoplasmatisches 
Retikulum 

Cholesterin 
LDL (HDL?) 

Cholesterin Lipidtröpfchen 

Cholesterin 

Mitochondrien 

* Hydrolyse 

Cholesterin-  
ester 

Sterol-Transferprotein 

3β-HSD 

17-OH-P 
P450c21 

P450c17 

Pregnenolon 

Pregnenolon 

Progesteron 
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1.2.1 Mineralokortikoide 

 

Das wichtigste Mineralokortikoid ist das Aldosteron (65). Aldosteron wirkt vor allem 

auf die Niere. Es reguliert den Elektrolyt- und Wasserhaushalt im Körper. Das Hormon 

bewirkt Retention von Natrium, Exkretion von Kalium (durch Stimulation des Natrium-

Kalium-Austausches im distalen Nierentubulus) und damit Erhöhung des Blutdrucks 

und Expansion der Extrazellularflüssigkeit durch Wasserretention (65). So hat 

Aldosteron auch Einfluss auf die Regulation des Blutvolumens und des Blutdrucks. 

Ähnlich wirkt Aldosteron auf den Wasser- und Ionentransport im Darm sowie in 

Schweiß- und Speicheldrüsen.  

Aldosteron wird vor allem vom Renin-Angiotensin-Aldosteron-System und 

Kaliumspiegel reguliert. Im Gegesatz zu den Glukokortikoiden spielt die Stimulierung 

durch ACTH eine untergeordnete Rolle (55, 66).  

 

1.2.2 Glukokortikoide 

 

Glukokortikoide wirken regulierend auf den Fett- Kohlenhydrat- und 

Eiweißstoffwechsel (67). Diese Reaktion ist bei der Bewältigung von Stresssituationen 

besonders wichtig. Deshalb werden Glukokortikoide auch oft als Stresshormone 

bezeichnet (67). 

Der Hauptvertreter dieser Gruppe ist das Cortisol (68). Die Cortisolsekretion unterliegt 

einem typischen Tagesrhythmus. Die Glukokortikoide besitzen ihren maximalen 

Blutspiegel zwischen 6 und 9 Uhr und ihren Minimalspiegel gegen Mitternacht  

(è 24-Stunden-Rhythmus) (57, 59).  

Im Blut bindet Cortisol zu 80% an ein spezifisches Transportprotein, das corticosteroid-

binding globulin [CBG bzw. Transcortin], und zu 20% an Albumin (56). Transcortin 

weist eine hohe Affinität für Glukokortikoide auf. CBG-gebundenes Cortisol diffundiert 

in die Zielzelle und bindet dort an spezifische, im Cytosol lokalisierte 

Glukokortikoidrezeptoren (GRs). Diese Cortisol-GR-Interaktion induziert subsequente 

Phosphorylierungen am GR, so dass die Translokation des Hormon-Rezeptor-

Komplexes in den Zellkern ermöglicht wird. Im Nukleus werden nun 

Transkriptionsprozesse und damit die einhergehende Proteinsynthese initiiert (56). 



 

13 
 

Cortisol hemmt die Proteinsynthese, bewirkt einen Anstieg der freien Fettsäuren im 

Blut durch Stimulation der Lipolyse und stimuliert die Glukoneogenese in der Leber 

durch Mobilisation von Glykogen und Aminosäuren aus Knochen, Muskeln und 

Bindegewebe. Ferner hemmt Cortisol die antibakterielle Wirkungen von Phagozyten 

und Immunsytem sowie die endotheliale Adhäsion und Diapedese von T-Lymphozyten. 

Durch diese Hemmung wirkt Cortisol antientzündlich und antiallergisch. Zudem hat 

eine Hemmung der Entwicklung von Epithel und Bindegewebe eine verlangsamte 

Wundheilung und  somit Förderung der Ulcusentstehung zur Folge (3, 56, 57).  

Die Hormonkonzentration der Glukokortikoide unterliegt der Kontrolle des 

hypothalamisch-hypophysären Regelkreises sowie dem zirkadianen Rhythmus (24-

Stunden-Rhythmus) (57, 59). Nimmt die Konzentration des freien Cortisols ab, wird im 

Hypothalamus das Corticotropin-Releasing-Hormon ausgeschüttet, welches über das 

venöse Pfortadersystem zum Hypophysenvorderlappen gelangt. Im HVL bewirkt das 

CRH die Freisetzung des adrenocorticotropen Hormons. ACTH führt zur gesteigerten 

Ausschüttung der Glukokortikoide. Die Ausschüttung von CRH und ACTH erfolgt 

pulsatil (69). Die peripheren Glukokortikoide wirken hemmend sowohl auf das ACTH 

als auch auf das CRH (doppeltes negatives Feedback). 

 

1.2.3 Adrenale Androgene 

 

Androgene werden in der Nebenniere in reichlichem Ausmaß synthetisiert, 

insbesondere die Androgenvorläufer DHEA und sein Sulfat DHEA-S sowie 

Androstendion (56, 57). Bei der Frau tragen sie zu weit mehr als 50% zum 

Gesamtandrogenpool bei. Der verbleibende Rest wird ovariell produziert. Beim Mann 

spielen die adrenalen Androgene im Vergleich zu den in den Leydig-Zellen des Hodens 

produzierten Androgenen, v.a. Testosteron, eine geringere Rolle. Ihre biologische 

Aktivität macht nur 20% der Gesamtandrogene aus (55).  

Die Androgenvorläufer DHEA und Androstendion binden selbst nicht an den 

Androgenrezeptor. DHEA bindet direkt an zentrale GABA- [γ-Aminobuttersäure]  

sowie NMDA-[ N-Methyl-D-Aspartat] und Sigmarezeptoren und vermittelt hierdurch 

neurosteroidale Wirkungen. Durch Konversion in die aktiven Androgene wirkt DHEA 

nur indirekt androgen (70). 
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Androgene sind anabol wirksam. Sie beschleunigen den Aufbau von körpereigenem 

Eiweiß, d.h. sie fördern das Knochen- und Muskelwachstum (67). Sie wirken ebenfalls 

als schwach wirksame männliche Sexualhormone. Der Grund dafür ist, dass sie 

enzymatisch sowohl in Testosteron als auch in Östron und Östradiol, Vorstufen von 

Östrogen,  umgewandelt werden (57). Beide Hormone kommen bei Mann und Frau vor. 

Die Androgene sind geschlechtsspezifisch wirksam, indem sie die 

Geschlechtsdifferenzierung der männlichen Fortpflanzungsorgane fördern. Sie bewirken 

eine Verstärkung der sekundären männlichen Geschlechtsmerkmale wie z.B.  

Bartwuchs, Körperbehaarung und Stimmbruch. 

Die Steuerung der NNR-Androgene erfolgt über ACTH (55).  

 

 

1.3 Neoplasien der Nebennierenrinde 

 

1.3.1 Adrenale Inzidentalome (AI) 

 

Seit der Einführung der Computertomographie (CT) in den frühen 80er Jahren werden 

NN-Raumforderungen in ungefähr 5% der CT-Untersuchungen des Abdomens (71, 72) 

sowie in 8,7% der Autopsien (73) als Zufallsbefund entdeckt. Dabei kann es sich um 

endokrin aktive und inaktive Adenome bzw. Karzinome, Phäochromozytome, Zysten, 

Lipome oder Metastasen handeln (74) (s. Tabelle 1).  

Die meisten Läsionen haben keine klinische Bedeutung, müssen jedoch von denen 

unterschieden werden, die operativ reseziert werden sollten (v.a. das NNR-Karzinom).  

Vor 20 Jahren beschrieben Geelhoed et al. (75) erstmals die Neuentdeckung dieser 

sogenannten adrenalen Inzidentalome [AI].  

In der Arbeit von Kloos et al. wurde eine ansteigende Prävalenz von 

Nebenniereninzidentalomen von 3 auf 10% bei älteren Menschen gezeigt (76). Mit der 

zunehmenden Alterung der Bevölkerung hat die Therapie des klinisch unscheinbaren 

adrenalen Inzidentaloms demnach eine gesteigerte Bedeutung im Gesundheitswesen. 

Das diagnostische Vorgehen ist nicht immer eindeutig. Es gibt einige Merkmale in der 

Bildgebung, die für ein benignes Adenom sprechen wie zum Beispiel der Nachweis 
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eines hohen Fettgehaltes anhand der Dichtewerte bzw. Hounsfield-Units [HU] und ein 

rasches „wash-out“  nach Kontrastmittel-Gabe (77). 

Die regelrechte Abklärung und Behandlung der Inzidentalome wird kontrovers 

diskutiert, insbesondere bei milder endokriner Aktivität. 

Entsprechend der Einteilung von Mansmann et al. werden Nebenniereninzidentalome 

nach ihrer Dignität (Benignität vs. Malignität), ihrer endokrinen Aktivität und ihres 

zellulären Ursprungs unterschieden (78). 

Die gängige funktionelle Abklärung umfasst die Diagnostik des primären 

Hyperaldosteronismus, des Hypercortisolismus und des Phäochromozytoms. Eine 

Hypersezernierung von Glukokortikoiden, Mineralkortikoiden, Androgenen und 

Katecholaminen kann mit klinischen Symptomen einhergehen, die mit einer erhöhten 

Morbidität bzw. vorzeitigen Mortalität assoziiert sind (78, 79).  

Bei klinischen Symptomen wie Hirsutismus und Virilisierung (v.a. bei der Frau) oder 

bei Verdacht auf das Vorliegen eines Nebennierenkarzinoms werden zusätzlich die 

Androgene bestimmt (57, 66). 

Aufgrund der Komplexität in der Diagnostik und Therapie wurde demzufolge in der 

Arbeit von Fassnacht et al. (80) das klinische Management bei Patienten mit einem 

Nebennieren-Inzidentalom zusammengefasst (s. Abbildung 4). 
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Tabelle 1: Differentialdiagnose der adrenalen Inzidentalome nach Aron DC 
und Kievit J , 2003 (74) 

 

Tumorart        Häufigkeit 
Adrenokortikale Tumore 
Adenom*                       41 % 
Karzinom*                       10 % 
Noduläre Hyperplasie* 
Adrenomedulläre Tumore 
Phäochromozytom*                       8 % 
Ganglioneurom/Neuroblastom* 
Andere adrenale Tumore 
Myelolipom                        9 % 
Metastasen                       19 % 
Mesenchymale Tumore  
Infektionen, Granulome und Infiltrationen 
Abszess 
Amyloidose 
Pilzerkrankungen, e.g. Histoplasmose, Coccidiomykose, Blastomykose  
TBC und Sarkoidose 
CMV 
Zysten und Pseudozysten 
Parasitär 
Endothelial 
Degeneratives Adenom 
Kongenitale adrenal Hyperplasie* 
Pseudoadrenale Raumforderungen 
Milz-, Pankreas- und Nierenläsionen 
Gefäßläsionen (insbesondere Aneurysmen und Torsionen) 
Technische Artefakte 
* mögliche endokrine Aktivität. 
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Abbildung 4: Zusammenfassung des klinischen Managements bei Patienten mit 

Nebennieren-Inzidentalomen nach Fassnacht 2010 (80) 

 

 
1 siehe Tabelle 1 
2 Kriterien für ein Adenom: 

· CT nativ: Hounsfield-Units (HU <10) 

· CT mit Kontrastmittel (KM) und “wash-out” nach 10 bzw. 15 min: 

o absoluter KM-wash-out  

(=100 x [HUmax/60“-HU10min]/[HUmax/60“-HUnativ]) > 60% 

o relativer KM-wash-out (100 x [HUmax/60“-HU10min]/[HUmax/60“]) >40% 

· MR: Signalverlust „ in opposed phase“ > 30% + niedriges T2-Signal 
3 FDG-PET: „standardized uptake value“  (SUV) adrenal/SUV  Leber > 1,45 è Verdacht 

auf Malignom 
4 bei unklarer Bildgebung sprechen unter anderem folgende Kriterien für ein konversatives 

Vorgehen: 

· Raumforderungen < 3cm 

· Hohes Operationsrisiko 
5 Nur bei klinischen Verdacht bzw. vorbestehendem Glukokortikoid-Exzess gezielte 

Hormondiagnostik 
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1.3.2 Nebennierenrindenadenom 

 

Unter den neoplastischen Läsionen sind die NNR-Adenome am häufigsten (è je nach 

Patientenkollektiv entsprechen sie ca. 41% der klinisch inapparenten Inzidentalome) 

(78). NNR-Adenome sind benigne, meist gut abgegrenzte Tumoren. Sie gehen aus den 

verschiedenen adrenokortikalen Zelltypen hervor. Demgegenüber sind mesenchymale 

NNR-Tumore selten. 

NNR-Adenome kommen in jedem Lebensalter vor, wobei ein Neuauftreten vor dem 30. 

Lebensjahr eher unwahrscheinlich ist. Die NNR-Adenome sind in 80% der Fälle 

hormonell inaktiv (81). Bei den endokrin-aktiven Tumoren wird zwischen Cortisol-, 

Aldosteron- und selten Androgen-produzierenden Tumoren differenziert (82). Auf die 

zwei häufigsten und klinisch relevantesten NNR-Adenome wird im folgenden Abschnitt 

genauer eingegangen. 

 

Der Aldosteron-produzierende Tumor (Aldosteronom oder Conn-Adenom) 

Unter den endokrin-aktiven NNR-Adenomen ist der Aldosteron-produzierende Tumor – 

auch als Aldosteronom bzw. Conn-Adenom bezeichnet – die häufigste Untergruppe 

(83). Aldosteronome werden bei 1,6 - 3,8 % der Patienten mit einem adrenalen 

Inzidentalom gefunden. Eine maligne Entartung ist selten (84). Die Klinik ist vor allem 

durch Hypertonie und Hypokaliämie (i.e. Muskelschwäche, Obstipation, Polyurie und -

dipsie, metabolische Alkalose mit Parästhesien und EKG-Veränderungen) geprägt (85). 

Laborchemisch werden das Kalium im Serum sowie das Verhältnis der 

Aldosteronkonzentration zur Plasmareninaktivität mittels des Captopril-Hemmtest 

bestimmt. Nach oraler Gabe von 25 mg Captopril werden die Aldosteronkonzentration 

und Plasmareninaktivität nach 0 und 120 min gemessen. Eine Aldosteronkonzentraion 

nach 120 min < 150 ng/l sowie ein Plasmareninaktivitäts-Anstieg nach 120 min >150% 

wird als normal gewertet (86). 

 

Der Cortisol-produzierende Tumor  

Eine subklinische autonome Glukokortikoidhypersekretion (SAGH) zeigt sich in 5 –  

47 % der Patienten mit einem AI. Die große Spannweite der Prozentzahl ergibt sich aus 

den verschiedenen Studien (78, 83, 87-91). Das Screening erfolgt primär mittels eines  
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1 mg Dexamethason-Hemmtests. Eine Cortisol-Serumkonzentration < 1,8 µg/dl am 

Morgen nach abendlicher Dexamethasoneinnahme wird als normal gewertet (89). 

Beim subklinisch Cortisol-produzierenden Tumor fehlen die Symptome eines Cushing-

Syndroms (siehe Tabelle 3) weitgehend. Im Laufe der Erkrankung wird selten eine 

Progression zum klinisch manifesten Cushing-Syndrom beobachtet (89, 92). 

 

 

Tabelle 2: Ätiologie des nicht-iatrogenen Cushing-Syndroms  

(Hyperkortisolismus) (55) 

ACTH-abhängig (85 %) 
hypothalamisch-hypophysäres Adenom (= M. Cushing) 70 % d. F. 
ektope ACTH-Sekretion (v.a. paraneoplastisch durch kleinzelliges Bronchialkarzinom) 
ektope CRH-Sekretion 
ACTH-unabhängig (15 %) 
NNR-Adenom 7,5 % d. F. 
NNR-Karzinom 7,5 % d.F. 
noduläre adrenale Hyperplasie 
 

 

Tabelle 3: Symptome des klinisch manifesten Cushing-Syndroms (57) 

 

Klinik         Häufigkeit 
Adipositas         88 % 
Hypertonie         85 % 
Psychische Störungen         80 % 
Impotenz, Libidoverlust         80 % 
Osteoporose         80 % 
Hirsutismus         75 % 
Diabetes mellitus/ 
Glukoseintoleranz 

        75 % 

Hyperlipidämie         75 % 
Plethora          70 % 
Menstruationsstörungen         70 % 
Muskelschwäche         65 % 
Striae         50 % 
Akne         35 % 
Hämatomneigung         35 % 
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1.3.3 Nebennierenrindenkarzinom (ACC) 

 

Das Nebennierenrindenkarzinom oder adrenokortikale Karzinom [ACC] ist eine sehr 

seltene maligne Tumorerkrankung des Menschen mit einer jährlichen Inzidenz von 0,7 -

2,0 pro Millionen Einwohner und tritt bei Frauen ca. doppelt so häufig auf wie bei 

Männern (93-95). Eine bimodale Altersverteilung mit bevorzugtem Auftreten um das 

10. und um das 40. - 50. Lebensjahr wird beschrieben (96). Ferner kann das ACC von 

allen adenombildenden Zelltypen ausgehen. Histologisch wird in ca. 12 % der zufällig 

entdeckten Inzidentalome ein ACC nachgewiesen; je größer der Tumor desto 

wahrscheinlicher ist ein Malignom. Bezüglich der Hormonbiosynthese kann das ACC 

klinisch in einen endokrin-aktiven (ca. 75 % d. F.) und einen endokrin-inaktiven (ca. 25 

% d. F.) Tumor unterteilt werden (78). Der Verlauf beim ACC ist sehr variabel. Das 

ACC weist meist eine schlechte Prognose mit einer 5-Jahresüberlebensrate von <50 % 

(97) auf. Beim ACC ist das entscheidende Prognosekriterium das Tumorstadium. Das 

ACC wird anhand der durch das ENS@T (European Network for the Study of Adrenal 

Tumours) erstellten TNM-[Tumor-Lymphknoten-Metastasen]-Klassifikation eingeteilt 

(98). Hiernach ist beim Stadium I und II eine lokale Tumorausdehnung mit einer Größe 

von ≤ bzw. ≥ 5cm zu sehen.  Stadium III beschreibt ein infiltratives Tumorwachstum 

der benachbarten Organe und Stadium IV weist Fernmetastasen auf. In 50 % d. F. wird 

das ACC erst aufgrund der Metastasen bzw. der abdominellen Beschwerden infolge des 

lokalen Tumorwachstums  diagnostiziert (99, 100). 

In jüngsten Studien wurden Fortschritte im Grundverständnis der adrenokortikalen 

Tumorgenese erzielt. Genetische Alterationen wie kompletter bzw. teilweiser 

Chromosomenverlust konnten bei Patienten mit einem ACC nachgewiesen werden 

(101, 102). Ferner sind Mutationen von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen an der 

Entstehung des ACC beteiligt. Mutationen im Tumorsuppressorgen TP53 (103, 104) 

sind häufig, insbesondere bei Kindern, nachweisbar. Häufig finden sich zudem ein loss 

of heterozygosity (LOH) am Locus 11p15 [11p15LOH] (105) (i.e. Lokalisation der 

Tumorsuppressorgene H19 und p57kip2 und des Oncogens IGF-2), der mit einer 

Überexpression des IGF-II (106) einhergeht. Infolge der Überexpression von IGF-II 

kommt es zur gesteigerten, unkontrollierten Zellproliferation.  
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Zusammenfassend sind die molekulare Pathogenese- und Regulationsmechanismen des 

NNR-Karzinoms sehr komplex und bedürfen noch weiterer Evaluationen. 

 

 

1. 4 Therapie der NNR-Neoplasien 

 

Anhand der vorhandenen wissenschaftlichen Studien wurde in Februar 2002 durch die 

National Institutes of Health, USA [NIH] in Zusammenarbeit mit der State-of-the 

Science Conferences eine einheitliche Empfehlung für die Diagnostik und Therapie des 

klinisch unscheinbaren adrenalen Inzidentaloms erarbeitet (107). Aufgrund der hohen 

Korrelation zwischen Größe und Malignität empfielt die NIH, alle Raumforderungen ab 

einem Durchmesser von 6cm zu resezieren. Ist eine endokrine Aktivität nicht 

nachzuweisen und der Tumor <6cm, kann auf eine Operation vorerst verzichtet und das 

Wachstumsverhalten der Läsion nach 3-6 Monaten nochmals kontrolliert werden (90). 

Die bisherige Therapie des NNR-Karzinoms besteht in einer Resektion des Tumors 

(108-112) oder bei fehlender Resektabilität in einer Polychemotherapie (113, 114).  

Bis zur Entwicklung der Laporoskopie wurden die adrenalen Neoplasien nur mit Hilfe 

der offenen Adrenalektomie reseziert. 1992 führten Gagner et al. erstmals die 

laparoskopische Adrenalektomie ein (115). Die laparoskopische Adrenalektomie ist die 

Therapie der Wahl bei gutartigen, hormonell-aktiven wie auch inaktiven 

Nebennierentumoren unter 6 cm Durchmesser (108). Mittlerweile wird zunehmend auch 

das Nebennierenkarzinom laparoskopisch operiert (116, 117). 

Patienten mit inoperablen sowie nicht komplett resezierbaren (Rx/R1) bzw. 

metastasierenden NNR-Karzinomen werden in der Regel primär mit dem 

Adrenolytikum Mitotane behandelt (118-120). Als weitere Therapieoptionen steht zum 

Beispiel eine Polychemotherapie aus Etoposid, Doxorubicin, Cisplatin zur Verfügung 

(100, 121, 122). Andere Chemotherapieregimes wie zum Beispiel die Behandlung mit 

Gemcitabine oder der Einsatz zielgerichteter Therapien, sogenannter targeted therapies, 

werden in aktuellen Studien noch evaluiert (112).  
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1.4.1 Adrenostatika 

 

Aufgrund der autonomen Steroidproduktion der NNR-Neoplasien ist hin und wieder 

eine adrenostatische Behandlung notwendig, falls nicht zeitnah operativ vorgegangen 

werden kann (48, 123-125). Bis dato haben adrenostatische Substanzen eine essentielle 

Rolle in der Therapie von Patienten mit einem endogenen Hyperkortisolismus (Cushing 

Syndrom), indem sie ein oder mehrere Enzyme der Steroidogenese direkt blockieren 

(61, 106, 126-130). In einzelnen Fällen dienen sie der Therapie bei anderweitig schlecht 

kontrolliertem Morbus Cushing. Die am häufigsten verwendeten Adrenostatika sind 

Metyrapon und Ketokonazol (130, 131), beide sind oral verabreichbar (37, 130, 131). In 

Situationen, in denen ein massiver Hyperkortikolismus rasch kontrolliert werden muss, 

wurde auch Etomidat in nicht-hypnotischen Dosen als kontinuierliche intravenöse 

Infusion erfolgreich eingesetzt (124, 132). Im Vergleich zu Etomidat sind Metyrapon 

und Ketokonazol deutlich weniger potent in der Behandlung des Cushing Syndroms 

(131).  

 

1.4.1.1  Etomidat (ETO) 

 

Etomidat [(R)-(+)-1-(1-Phenylethyl)-1H-Imidazol-5-Carboxylsäure] ist ein 

karboxyliertes Imidazolderivat und ist als kurzwirksames intravenöses Hypnotikum für 

die Induktion der Narkose bekannt (133). Es gibt zwei Isomere von ETO, wobei das 

(+)-Isomer hypnotisch aktiv ist (134). Seine hypnotische Wirkung wird teilweise über 

einen GABA-ergen Mechanismus in der Formatio reticularis vermittelt (135). Im 

Vergleich zu anderen i.v. Hypnotika (wie Thiopental) werden kardiovaskuläre und 

respiratorische Depressionen durch ETO nur minimal beobachtet (133). 

Bis 1983 wurde ETO auch für die Langzeitsedierung bei Patienten auf der 

Intensivstation eingesetzt. Damals wurde erstmalig eine gesteigerte Mortalität bei 

Intensivpatienten nach Langzeitsedierung mit ETO beschrieben (136). Die anschließend 

durchgeführten Untersuchungen zeigten eine signifikante Suppression der basalen bzw. 

ACTH-induzierten Synthese von Cortisol, Progesteron, 17α-OH-Progesteron und 

Corticosteron bei gleichzeitig erhöhter Deoxycorticosteronproduktion und Plasma-

ACTH-Konzentration (124, 130, 137, 138). 
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In zahlreichen in vitro- und in vivo- Untersuchungen konnte eine Hemmung der 

Kortisolsynthese bereits in nicht-hypnotischer Dosis beobachtet werden (126, 129). Mit 

hoher Affinität bindet Etomidat an die mitochondrialen Cytochrom-P450-Enzyme mit 

Folge einer Inhibition der adrenalen 11β-Hyroxylase [P450c11] und auch der 

Aldosteron-Synthase [P450c11aldo] sowie bei höherer Konzentration des side-chain 

cleavage Enzyms [P450scc]. Eine schwach inhibitorische Wirkung auf die 17,20-

Desmolase [P450c17] konnte auch festgestellt werden (131). Niedrig konzentriert ist 

Etomidat folglich für eine kurzzeitige Therapie der endogenen Kortisolüberproduktion 

(Cushing Syndrom) geeignet (124, 132, 137, 139).  

 

1.4.1.2 Metomidat (MTO) 

 

MTO [(R)-(+)-Methyl 1-(1-Phenylethyl)-1H-Imidazol-5-Carboxylsäure] ist seit den 

70er Jahren in der Veterinärmedizin bekannt und wird vor allem als i.v.-Anästhetikum 

von u.a. Pferden (140), Vögeln (141), (142), (143) und Schweinen (144) eingesetzt. 

Insbesondere bei Schweinen konnten erstmals adrenostatische Eigenschaften von MTO 

nebenbefundllich demonstriert werden (145). 

Infolge der Aktivierung  des GABAA-Rezeptors (135) wirkt MTO ähnlich wie ETO und 

Barbiturate dämpfend auf die Formatio reticularis im ZNS (146). MTO ist ein 

Hypnotikum mit muskelrelaxierenden Eigenschaften, seine analgetische Wirkung ist 

jedoch minimal. Wie ETO beeinflußt MTO das kardiovaskuläre und respiratorische 

System nur minimal (147). Einen adrenostatischen Effekt infolge Inhibition der P450-

Enzyme CYP11B1 und CYP11B2 also 11-β-Hydroxylase und Aldosynthase sowie 

P450scc (CYP11A1) wird bei MTO ebenfalls beobachtet. Aufgrund seiner 

Methylgruppe weist MTO im Vergleich zum ETO pharmakokinetisch verbesserte 

Eigenschaften auf, insbesondere schneller Wirkungseintritt und kurze Wirkungsdauer 

(146). 

1988 haben Bergström et al. (36) erstmals  radioaktiv markiertes Metomidat [11C-

MTO] als einen neuen adrenokortikalen Tracer für die Nebennieren-Bildgebung 

eingeführt.
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1.4.1.3 Iodmetomidat (IMTO) und Fluoretomidat (FETO) 

 

Iodmetomidat [IMTO] und Fluoretomidat [FETO] sind ebenfalls Analoga von 

Etomidat. Sie wurden kürzlich für die Nebennierenbildgebung entwickelt (148-150). Es 

werden ähnliche adrenostatische Effekte auf die humane Nebenniere infolge der 

Inhibition der P450-Enzyme vermutet. 

 

 

Abbildung 5:  Chemische Formel der Imidazolderivate (151) 

 
 

 

 

1.5 Bildgebung der NNR-Neoplasien 

 

Typischerweise werden adrenale Inzidentalome [AI] bei sonographischen bzw. 

computertomographischen [CT] oder kernspintomographischen  [MRT] 

Untersuchungen detektiert. In den seltensten Fällen sind keine weiteren diagnostischen 

Untersuchung nötig (152). Aufgrund kontinuierlich verbesserter 

Darstellungsmethodiken steigt die jährliche Inzidenz des adrenalen Inzidentaloms, was 

dazu führt, dass die Patienten aufwendigen wie auch kosten- und zeitintensiven 

Untersuchungen unterzogen werden. Darunter zählen u.a. weiterführende radiologische 

Untersuchungen, hormonelles Screening und histopathologische Befunde (75, 78, 91, 

107, 125, 152-156). 

Im Folgenden wird näher auf die nicht-invasive Bildgebung der NN-Neoplasien 

eingegangen.  
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Bis dato zählen Ultraschall, Computertomographie und Kernspintomographie zu den 

Standardverfahren der NN-Darstellung. Die Sonographie hingegen hat einen 

untergeordneten Stellenwert (2).  

Aufgrund ihrer besseren Auflösung ist bei klinisch bzw. sonographisch erhärtetem 

Verdacht auf Vorliegen eines NN-Tumors ein CT oder MRT indiziert (77). Selbst 

Tumore mit einem Durchmesser von 5-8 mm können im CT bereits detektiert werden. 

Demzufolge wird die Computertomographie heute als die Methode der Wahl für die 

Routinelokalisationsdiagnostik angesehen (157). Die Kernspintomographie ist aber 

grundsätzlich als gleichwertig zu betrachten. Im Nativ-CT werden Adenome anhand 

intrazytoplasmatischer Lipide von bösartigen Tumoren unterschieden. Ein 

Schwellenwert von ca. 10 HU [Hounsfield Units] weist auf einen adenomtypisch hohen 

Lipidgehalt hin. Ein Schwellenwert von >35 HU ist charakteristisch für maligne 

Tumoren (77) (siehe Berechnungsformel von Legende von Abbildung 4).  

Bei der Kernspintomographie können differenzierende Aussagen bezüglich der NN-

Raumforderung getroffen werden. Das MRT „identifiziert“ Adenome mittels 

dynamischer Gadolinium- bzw. chemical-shift-Analysen. In der Arbeit von Krestin et 

al. (158) wurden Unterschiede in der Signalintensität der Tumore im Verhältnis zum 

Fettgewebe demonstriert. Dabei wiesen inaktive Adenome, Cushing-Adenome und 

Aldosteronome eine relative Signalintensität von 1,2 auf, während sie bei  

Phäochromozytomen, Karzinomen sowie Metastasen etwa bei 2,8 liegt. Allerdings zeigt 

die Gadolinium-angereicherte MRT-Bildgebung beachtliche Überschneidungen in den 

Charakterstika benigner und maligner Tumoren, so dass der klinische Gebrauch auf die 

Differenzierung von adenomatösen von non-adenomatösen Läsionen in der NNR 

begrenzt ist (159). Ferner bietet das NMR keine spezifischen Kriterien für die 

Darstellung maligner NNR-Neoplasien.  

 

1.5.1. Nuklearmedizinische Bildgebung der NNR-Neoplasien 

 

Zu den weiterführenden Bildgebungsverfahren gehören die Szintigraphie, und in 

jüngster Zeit auch die Positron-Emissions-Tomographie [PET] (2). 

Die PET stellt eine weitere nicht-invasive Methode dar (160-166). In der Literatur 

werden unterschiedliche radioaktiv markierte Tracersubstanzen zur Charakterisierung 
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der verschiedenen NNR-Neoplasien beschrieben. Zur Differenzierung von malignen 

Raumforderungen dient vor allem 18F-Fluorodeoxyglucose [18F-FDG] (159, 167-169). 

Bei maligen Tumoren wird ein gesteigerter Glucosemetabolismus beobachet (170-172). 

Der Nachteil der 18F-FDG-PET ist die geringere Spezifität des Tracers. Eine vermehrte 

18F-FDG-Anreicherung wird u.a. in Gehirn, bei kardiovaskulären Erkrankungen, beim 

M. Alzheimer wie auch bei verschiedenen infektiösen bzw. Autoimmunerkrankungen 

beobachtet. Allerdings ist ein gesteigerter Glucosemetabolismus in entzündlich 

verändertem Gewebe die häufigste Ursache falsch-positiver Ergebnisse in der 

Onkologie (166, 173-177). 

 Bis kürzlich wurde auch ([131I]Iodomethyl-Norcholesterol (NP59) eingesetzt (178). 

Wegen des langsamen Einbaus des markierten Cholesterols in die Rindenhormone muß 

als Radionuklid für die Markierung des Methyl-Norcholesterols ein relativ langlebiges 

Isotop mit einer Halbwertszeit (HWZ) von mehreren Tagen eingesetzt werden, zum 

Beispiel I-131 mit einer HWZ von 8 Tagen. Dies führt allerdings zu einer hohen 

Strahlenexposition der Patienten (178).  

 

Aufgrund ihrer hohen Affinität zu den adrenalen Enzymen (insbesondere P450c11-

Enzymkomplex) wurden [11C]-ETO und [11C]-MTO als Tracer in der Bildgebung der 

humanen Nebenniere in mehreren Studien eingesetzt. Im Vergleich zu nicht-

adrenokortikalen Karzinomen wiesen die Läsionen von adrenalen Ursprungs die 

höchste Anreicherung wie auch Bindungskapazität auf (179). Dementsprechend wurde 

mit Hilfe der [11C]-Meto-PET eine exzellente Darstellung von adrenokortikalen 

Neoplasien erzielt (179-183). Im Vergleich zur NP59-Bildgebung weisen [11C]-ETO 

und [11C]-MTO eine verminderte Strahlendosis auf.  Jedoch infolge der kurzen 

Halbwertzeit des 11C von 20 min ist die Verfügbarkeit des Tracers und somit der 

Einsatz der [11C]-MTO-PET auf spezielle PET-Zentren, die ein Zyklotron direkt vor Ort 

aufweisen, beschränkt. (36, 184).  

 

Erste in vitro und auch in vivo Studien mit den neueren Imidazolderivaten [123I]-

Iodmetomidat [IMTO] (150) und [18F]-Fluoretomidat [FETO] (148, 180, 185) sind 

erfolgt. IMTO (150) und FETO (148, 185) weisen ebenfalls eine hohe Bindungsaffinität 

zu den adrenalen CYP11B-Enzymen auf, die ausschließlich in Gewebe 
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adrenokortikalen Usprungs exprimiert werden.  In der Arbeit von Hahner et al. (186) 

wurde die Inhibition der CYP11B1 sowie CYP11B2-Enzyme durch IMTO, ETO, MTO 

und FETO in den humanen NCI-h295 Zellen sowie in den murinen Y1-Zellen 

beschrieben. In vitro führten alle Imidazolderviate zu einer potenten Inhibition der 

CYB11B1- sowie CYP11B2-Enzyme. In vivo wurden nach i.v.-Injektion von [123/125I]-

IMTO die pharmakologischen Eigenschaften sowie biologische Verteilung in Mäusen 

mittels eines Kleintier-SPECT gezeigt. Ferner wurden vier Patienten mit 

nachgewiesenem Nebennierentumor (davon zwei mit einem metastasierenden ACC, 

einer mit einem bilateralen adrenokortikalen Adenom sowie einer mit einem 

metastasierten Melanom) ebenfalls mittels des [123I]-Iodometomidat-SPECT untersucht. 

Zusammenfassend konnte eine hohe sowie spezifische Anreicherung des [123/125I]-

IMTO in den Nebennieren von Mäusen nachgewiesen werden. Zudem wurde bei den 

Patienten ebenfalls eine spezifische, vermehrte Anreicherung in den primären 

Nebennierentumoren sowie Metastasen gezeigt. Bei dem Patienten mit dem 

metastasierenden Melanom konnte hingegen keine vermehrte Anreicherung gesehen 

werden. Hahner et al. (186) beschrieben demzufolge erstmals ein in vivo 

Detektionssystem mittels der [123I]-IMTO-Szintigraphie sowohl bei Versuchstieren als 

auch bei Menschen.  

Dank der hohen Bindungsspezifität, der längeren Halbwertszeit sowie geringeren 

Stahlenbelastung erscheint [123I]-IMTO für die zukünftige SPECT-Darstellung der 

NNR-Neoplasien vielversprechend. 
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1.6 Fragestellung dieser Arbeit 

 

In bisherigen Studien wurde Etomidat neben seiner Eigenschaft als Anästhetikum als 

potentes Adrenostatikum der Nebenniere untersucht und beschrieben. Neben 

inhibitorischen Wirkungen auf die Steroidbiosynthese und Zellproliferation konnten 

eine Suppression verschiedener Steroidbiosyntheseenzyme wie auch der ACTH-

Rezeptor-Expression nachgewiesen werden (187). 

In der Literatur gibt es jedoch nur wenige Daten über die Imidazolderivate Metomidat, 

Iodmetomidat und Fluoretomidat. Bis auf die Verwendung als neue PET-Tracer sind 

weitere Einflüsse von MTO, IMTO und FETO auf die menschliche Nebenniere nicht 

näher bekannt (36, 148, 183, 188, 189). Demzufolge ist es interessant,  ihre molekulare 

Wirkung auf die Nebennierenzellen zu charakterisieren. In dieser Arbeit sollte die 

Aktivität dieser neueren Komponenten bezüglich ihrer weiteren Einflüsse auf die 

Schlüsselregulatoren der Funktion und Zellproliferation in der Nebenniere bestimmt 

werden.  

Anhand folgender Fragestellungen sollten die Effekte der Adrenostatika an der 

humanen NNR-Karzinomzelllinie NCI-h295 untersucht werden.  

 

1. Wie verhalten sich - im Vergleich zu Etomidat - Metomidat, 

Iodmetomidat und Fluoretomidat bezüglich 

a) adrenostatischer Eigenschaften 

b) der intraadrenalen Regulation für die Steroidogenese relevanter 

Proteine 

 

2. Welchen Einfluss haben – im Vergleich zu Etomidat - Metomidat, 

Iodmetomidat und Fluoretomidat auf proliferative Eigenschaften in 

vitro? 

a) Wie wird das Proliferationsverhalten von adrenokortikalen Zellen 

beeinflusst? 

b) Welche Signalkaskaden, die in Proliferationsprozesse und generelle 

zellregulatorische Prozesse involviert sind, werden beeinflusst? 
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2. Material und Methodik 

 
2.1 Material 
 
Verbrauchsmaterialen/Reagentien Firma 
Etomidat (Hypnomidateâ), Metomidat (Hypnodil®) Janssen Pharmaceuticals, Neuss Germany 

ACTH1-24 (Synacthenâ) 
Ciba-Geigy GmbH Wehr, Waldshut-
Tiengen Germany 

RPMI 1640 Medium, DMEM/HAMS F12,  
Trypan blue Solution (0,4%), Glycine, SDS, Ponceau S 
Solution, Insulin, Selenium, Transferrin, Forskolin (FSK) Sigma, Deisenhofen Germany 
Fetal calf serum (FCS) , Horse serum (HS), bovine serum 
albumin (BSA), HEPES Invitrogen®, Eggenstein Germany 
Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk, 30% 
Acrylamid/ Bis Solution, Temed BioRad, München Germany 
TRIS (Ultra Qualität) Pufferen®, Ethanol, Isopropanol, 
Methanol, 2-Mercaptoethanol, Bromphenolblau,  
Tween ® 20 

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Germany 

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4), 
Kalium-di-Hydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt Germany 

BenchMark ™ Prestained Protein Ladder Invitrogen® , Eggenstein Germany 
Nitrocellulose Membran Hybond Amersham Bioscences 
Antikörper gegen MC2-Rezeptor Abcam, Cambridge, GB 

Antikörper gegen Phospho ERK 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
USA 

Antikörper gegen ß-Actin Sigma, Deisenhofer Germany 

Antikörper gegen StAR, P450scc 
Freundliche Gabe von WL Miller, San 
Francisco, USA 

Antikörper gegen DHEA-ST 
Freundliche Gabe von M Coughtrie, 
Dundee, GB 

Antikörper gegen Phospho AKT, Anti-rabbit- und  
Anti-mouse-Zweitantikörper 

Cell Signaling Technology, Frankfurt 
Germany 

ECL (Western Blotting Detection System) 
Amersham Pharmacie Biotech, 
Buckinghamshire, GB 

RIA Assays für Cortisol, 17-OH-P, Androstendion, 
DHEA und DHEA-S 

DPC/Biermann,  
Bad Nauheim Germany 

humanes CYP11A1-Promoter pGL3 basis 
Vektorkonstrukt 

Freundliche Gabe von Dr. Gary Hammer 

Humanes MC2R-Promoter pGL3 basis Vektorkonstrukt Freundliche Gabe von Dr. Oliver Zwermann 
Zellen   
NCI-h295 S und NCI-h295 R  ATCC,  Rockville, MD USA 
Geräte   
Tischkühlzentrifuge: Biofuge fresco  Kendro Laboratory Products, Germany 
Icycler für PCR: Master cycler gradient Eppendorf, Hamburg Germany 
Für Western Blot: Elektrophorese- und Semidry-
Transfer-System, Blotting Kammer Mini Protean II ™  BioRad, München Germany 
Für Hormonanalyse: Immulite 2000 DPC/Biermann, Bad Nauheim Germany 
Gamma-Counter   
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2.2 Synthese von Iodmetomidat und Fluoretomidat 

 

Etomidat und Metomidat wurden von Janssen Pharmaceuticals (Janssen-Cilag, Neuss, 

Deutschland) käuflich erworben. Die Synthese ihrer Derivate folgt einer 5-Schritte-

Sequenz, die aus Alkylierung, N-Formylierung, Ringschluss und oxidativer 

Desulfurisierung besteht. Die Synthese des Iodmetomidats erfolgte durch das 

Radiochemielabor der Klinik für Nuklearmedizin der Universitätsklinik Würzburg wie 

bereits vor kurzem beschrieben (150). Für die Synthese des FETO wurde MTO [R)-(+)-

Methyl-1-(1-Phenylethyl)-1H-Imidazol-5-Carboxylsäure] (3,0 g, 13,0 mmol) für 10 min 

in 30 % NaOH hydrolysiert. Die Lösung wurde anschließend auf einen pH-Wert von 

4,0 - 4,2 gepuffert und mit Dichlormethan dreimal extrahiert. Durch die Zugabe von 

Na2SO4 wurden die kombinierten organischen Phasen getrocknet, gefiltert und 

verdunsteten zu einer Trockensubstanz. Das daraus gewonnene Produkt wurde mittels 

Rekristallisation von Wasser gereinigt und in Vakuum getrocknet. Mittels dieses 

Verfahrens wurden 2,25 g (80 %) weiße Kristalle erbracht. Die daraus erzielte (R)-(+)-

1-(1-Phenylethyl)-1H-Imidazol-5-Carboxylsäure (541 mg, 2,5 mmol) wurde in einer 

Mixtur aus 1,2-Dichloroethan (10 ml), Schwefelsäure (1,4 ml) und 2-Fluoroethanol (4 

g, 62,5 mmol) gelöst. Diese Suspension wurde bei 80 °C über Nacht geschüttelt, 

anschließend auf Eis gelegt, mit Natriumbikarbonat neutralisiert und wiederum mit 

Dichloromethan dreimal extrahiert. Durch die Zugabe von Na2SO4 wurden die 

kombinierten organischen Phasen gefiltert und verdunsteten schließlich zur 

Trockensubstanz. Zuletzt erfolgte die Aufbereitung des Verdunstungsrückstandes mit 

einem Flash-Chromatographen. 

 

 

2.3 Zellkultur  

 

2.3.1 NCI-h295 Zellen 

 

Aufgrund erschwerter Gewinnung von adrenalem Gewebe wurde die in vitro 

Untersuchung der Regulation der adrenokortikalen Steroidogenese an der 

Nebennierenkarzinomzelllinie NCI-h295 durchgeführt. Gazdar et al. isolierten 1990 
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zum ersten Mal diese Tumorzelllinie aus einem invasiven primären adrenokortikalen 

Karzinom (132). Diese sehr differenzierten, adrenokortikalen Tumorzellen produzieren 

fast alle für die adrenale Steroidbiosynthese relevanten Enzyme und viele verschiedene 

Hormone (u.a. Mineralkortikoide, Glukokortikoide und Androgene) (13, 37, 190). 

Ferner exprimieren NCI-h295-Zellen Rezeptoren für ACTH (8), Androgene (44), 

Glukokortikoide (153), sowie für Angiotensin-II und IGF-1 (106, 191) . 

Für die Experimente wurden  zwei Formen der NCI-h295-Zellen verwendet, die 

Suspensions- und die adhärent wachsenden Zellen. 

 

Die Suspensionzellen [NCI-h295-S] wurden in SIT-Medium: RPMI-1640 Medium in 

175 cm2 Flaschen bei 37 °C kultiviert. Dabei wurde das SIT-Medium durch Zusatz von 

Insulin (5 µg/ml), Transferrin (0,1 mg/ml), Natriumselenit (5,2 ng/ml) und 5 % fetalem 

Rinderserum [FCS]  hergestellt. Aufgrund von den Zellen eigens produzierten relevante 

Wachstumsfaktoren wurde ca. 20 % des alten Mediums nach jedem Mediumwechsel 

wieder verwendet.  

 

Die NCI-h295-R (adhärenten)-Zellen wuchsen in definierten DMEM/Ham´s F12-

Medium mit 15mM HEPES [2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-Piperazinyl)-Ethansulfonsäure]. 

Diesem Medium wurden zusätzlich Insulin (6,25 µg/ml), Transferrin (1 mg/ml), 

Natriumselenit (6,4 ng/ml), bovines Serumalbumin [BSA] (1,25 mg/ml) und Nu-Serum 

2,5 % hinzugefügt. 

 

Für die Experimente wurde der Serumanteil für beide NCI-Zelltypen auf 2 % reduziert. 

 

2.3.2 Y-1 Zellen 

 

Diese Zelllinie stellt eine adhärent wachsende hormonproduzierende NNR-

Karzinomzellinie der Maus dar. Sie wurde 1966 durch Yasumura et al. etabliert (106). 

Die Zellen produzieren eine große Zahl verschiedener Steroidhormone und zeigen eine 

gute ACTH-Antwort (192, 193). 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) (194). 
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2.3.3 SW-13 Zellen 

 

Diese von Leibovitz et al. in 1973 (195) etablierte humane NNR-Karzinomzelllinie 

produziert keine Gluko- und Mineralokortikoide und nur geringste Mengen an 

Androgenen (196).  

In ihrem Kulturmedium konnten Adrenomedullin und Endothelin-1 nachgewiesen 

werden (197). Die Zellen exprimieren weder den ACTH-Rezeptor noch 

Steroidbiosyntheseenzyme in nachweisbarer Menge. Somit wurden sie als 

Negativkontrollen bei den Proliferationsstudien mit adrenostatisch wirkenden 

Substanzen eingesetzt. 

Sie wachsen adhärent bei 37 °C unter CO2–armen (5% CO2/ 95 %O2) Bedingungen in 

Leibovitz L-15 Medium mit 10 % FCS und 2 nM L-Glutamin. 

 

2.3.4  MCF-7 Zellen und HT-29 Zellen    

 

Sowohl MCF-7, eine  humane Mammakarzinom-Zelllinie als auch die HT-29-Zelllinie, 

eine humane Koloncarzinom-Zelllinie, dienten als eine nichtadrenale maligne 

Vergleichszellpopulation. 

Das Kulturmedium für die MCF-7-Zellen bestand aus MEM, NEAA 1 %, FCS 10 % 

und Glutamin 2 mM. 

Die HT-29- Zellinie wurde in MEM [Minimal essential medium] mit NEAA 1 %, FCS 

10 %, Glutamin 2 mM und HEPES-Puffer 4 mM kultiviert. 

 

 

2.4.  Zellproliferationsanalysen 

 

Wachstumskurven 

 

Für die Proliferationsversuche wurden die NCI-h295-Suspensionszellen verwendet. Die 

Suspensionzellen wurden in 24-well-Platten in einer Dichte von 500 000 Zellen pro 

well ausgesät. Es wurden vier Ansätze mit verschiedenen Konzentrationen von ETO, 

MTO, IMTO und FETO (zu je 0,6 µM, 6 µM und 60 µM) für 8 Tage inkubiert. Alle 
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Proliferationsversuche wurde in Tripletts mit jeweils einem Triplett unbehandelter 

Kontrollzellen angelegt. Als Positivkontrolle diente der Proliferationsfaktor bFGF (10 

nM, Sigma, Deisenhofen, Deutschland). Die Zellen wurden bei 37 °C und in einer 

Atmosphäre von 5 % CO2/ 95 % Raumluft gezüchtet. 

 

2.4.2. MTT-Test 

 

Dieser erstmalig von Moosmann 1983 entwickelte und später u. a. von Denizot et al. 

und Carmichael et al. (1987) modifizierte Test wurde für die Proliferationsstudien 

angewendet (198). Der MTT-Test ist ein Zytotoxizitäts-Test. Hierbei werden Zellen in 

vitro mit dem namensgebenden Farbstoff, einem gelben Tetrazoliumsalz, behandelt, um 

ihre Lebensfähigkeit beziehungsweise den Anteil lebender Zellen im Vergleich zu einer 

Kontrollprobe von Zellen zu messen. Das Grundprinzip beruht darauf, dass das 

Tetrazoliumsalz MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid] 

hauptsächlich durch die Reduktionsäquivalenten NADH [reduzierte Nicotinsäureamid-

Adenin-Dinukleotid] und NADPH [Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat] 

und teilweise durch die mitochondriale Succinat-Dehydrogenase in blaues Formazan 

umgewandelt wird, welches photometrisch messbar ist (199). Diese Umwandlung findet 

nur in vitalen Zellen statt. Die Menge des produzierten Formazans ist proportional der 

Glykolyserate der Zellen, welche wiederum positiv mit der Zellzahl korreliert (200). 

Adhärente Zellen wurden hierbei in 96-well-Mikrotiterplatten mit einer Dichte von 

50000 Zellen/well ausgesät. Nach 24 Stunden wurden diese für weitere 4 Tage mit den 

entsprechenden Testsubstanzen (0,6-60 µM) inkubiert.  

Die MTT-Substanz (5 mg/ml Stammlösung, Sigma, Deisenhofen) wurde in 

serumfreiem Kulturmedium (Nutrient Mixture F12 Ham) gelöst, um Interferenzen mit 

den Serumproteinen zu vermeiden. Die Inkubationszeit betrug weitere 3 Stunden bei 37 

°C. Das unlösliche Formazan wurde mit 100 µl Isopropanol/HCl-Lysepuffer wieder in 

Lösung gebracht. Hierbei soll HCl mögliche Störfaktoren von Phenolrot vermeiden, 

indem es dieses in eine nicht-interferierende Farbe umwandelt. 

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

Lab Instruments, Salzburg) bei einer Wellenlänge von 570 nm. 
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2.5 Das Western Blot Verfahren 

 

Ein Western Blot (syn: Immunoblot) bezeichnet die elektrophoretische Auftrennung 

und den Transfer von Proteinen auf eine Trägermembran (Bsp: Nitrocellulose-

membran). Diese transferierten Proteine werden mit Hilfe von speziell gegen sie 

gerichteten Antikörpern nachgewiesen. 

  

2.5.1 Proteinprobenaufbereitung 

 

Vor dem eigentlichen Western Blot wurden die Proben nach der Laemmli-Methode 

(201) aufbereitet, um die Proteine für die weiteren Schritte zu extrahieren. 

Die mit verschiedenen Substanzen inkubierten NCI-h295-R-Zellen wurden mit 

eisgekühltem PBS (1 ml/well) gespült und anschließend mit 200 µl Laemmli-Puffer 

(1:4) versetzt. Dieses Laemmli-Zell-Gemisch wurde in einem 1,5 mL Eppendorf-Cap 

gegeben und für fünf Minuten bei ca. 100 °C erhitzt mit dem Ergebnis der 

Denaturierung der Proteine. Das Laemmli- bzw. Lysis-Puffer wurde aus folgendem 

Bestandteilen zusammengesetzt: 10 ml Glycerin (= 10 %), 30 ml 10 % SDS (= 2 %), 5 

ml 2-Mercapto-Ethanol (= 5 %), 12,5 ml Tris base (= 0,0625 M; pH 6,8) und  250 mg 

Bromphenolblau (0,04 %). 

Dabei führt die reduzierende Thiolverbindung, 2-Mercaptoethanol, zur Spaltung der 

Disulfidbrücken der Proteine. Dies hat zur Folge, dass das in dem Lysis-Puffer 

enthaltene SDS, ein anionisches Detergenz, sich an der hydrophoben Seite der 

entfaltenen Proteinketten anlagert. Dieses SDS überdeckt die Eigenladung der Proteine, 

so dass diese eine einheitliche negative Ladung aufweisen. Aufgrund dieser negativen 

Ladung erfolgt die Auftrennung der Proteine in der Gelelektrophorese ihrem 

Molekulargewicht bzw. ihrer Größe entsprechend. 
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2.5.2 SDS-PAGE  (sodium dodecylsulfate polyacrylamide electrophoresis) 

(Laemmli, 1970) 

Bei dem SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-System handelt es sich um ein 

Trennsystem mit diskontinuierlichem pH-Verlauf (Disk-Elektrophorese). Im SDS-

PAGE werden die denaturierten Proteine entsprechend ihrer Molmasse aufgetrennt, 

dabei durchlaufen sie zuerst ein Sammelgel (pH 6,8) und anschließend das eigentliche 

Trenngel (pH 8,8). Das Polyacrylamidgel ist in einem natriumdodecylsulfat (SDS)-

haltigen TRIS-Glycin-Puffersystem eingelegt, welches eine gute Trennung der 

einzelnen Proteine voneinander erzielt. Dieses System wurde ursprünglich von U. K. 

Laemmli 1970 entwickelt (201). 

Nach dem Auftragen der denaturierten Proteine auf das Gel wird eine elektrische 

Spannung angelegt, die eine Migration der negativ geladenen Proteine zur Anode 

bewirkt. Während der Sammelgel-Phase von ca. 75 Minuten wurde eine Spannung von 

100 V erzeugt. In der Trenngel-Phase von weiteren 90 Minuten durchliefen die Proteine 

eine Spannung von 180 V. Das engporige Trenngel wirkt dabei wie ein Sieb. Kleine 

Proteine wandern relativ leicht durch die Maschen des Gels, während große Proteine 

eher zurückgehalten werden und dadurch langsamer durch das Gel wandern. Am Ende 

der Gelelektrophorese sind alle Proteine in den einzelnen Proben nach Größe sortiert 

und können durch weitere Analysen  (in diesem Fall Western Blot) bestimmt werden. 
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Für die jeweiligen Acrylamidkonzentrationen wurden die Gele entsprechend der 

nachfolgendend aufgeführten Tabelle angesetzt: 

 
Anleitung für 1 Gel mit 1,5mm Dicke   

Trenngel 10 %   Sammelgel   

Acrylamid/Bisacrylamid 30% 

2,5 ml 

Acrylamid/Biasacrylamid 

30% 375 µl 

4xLower Buffer  1,875 ml 4 x Upper Buffer 750 µl 

ddH2O 3,125 ml ddH2O 1,875ml 

TEMED 7,5 µl TEMED 4 µl 

APS 10% 75 µl APS 10% 75 µl 

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

SDS  4g SDS 2g 

Tris  181,72g Tris 30,28g 

ad 1000 ml ddH2O   ad 1000ml ddH2O   

    

Elektrophoresepuffer    

Tris 15,1g   

Glycin 94g   

SDS 10% 50 ml   

ad 1000 ml ddH2O    

 

Die Elektrophorese erfolgte in der Blotting Kammer Mini Protean II ™ der Firma 

Biorad. Vor dem Gießen der Gele wurden die Glasplatten, Spacer und Kämme mit 70 % 

Ethanol gereinigt. Anschließend wurden die Glasplatten mit den Spacern in eine 

Halterung geschraubt, wobei die Unterseiten der Platten mit einem Parafilm abgedichtet 

wurden. Diese Abdichtung diente dem Schutz vor dem Auslaufen der noch nicht 

polymerisierten Gele. Zunächst wurde die Lösung für das Trenngel entsprechend dem 

Pipettierschema  in 50 ml Falcon-Röhrchen angesetzt. Durch Zugabe der letzten 

Komponenten Ammoniumpersulfat (APS) und N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin  

(TEMED) wurde die Polymerisation des Acrylamid/Bisacrylamidgels gestartet. Die 

Trennkammer wurde zügig bis ca. 2 cm unter den Rand gefüllt und das Gel dann 

vorsichtig mit Wasser überschichtet. Während der Polymerisationsphase des Trenngels 
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wurde der Ansatz für das Sammelgel nach o.g. Tabelle in einem 15 ml Falcon-Röhrchen 

pipettiert mit Ausnahme von APS und TEMED. Nach 15-20 Minuten war das Trenngel 

polymerisiert und das Wasser vorsichtig entfernt worden. Anschließend wurde die 

Gelkammer bis zum oberen Rand mit der Sammelgel-Lösung gefüllt und der Kamm 

eingesetzt.  Nach weiteren 20 Minuten war nun auch das Sammelgel polymerisiert, so 

dass die Kämme entfernt werden und die Gele mit den zuvor denaturiertene Proteinen 

beladen werden konnten. Dabei wurde die erste Tasche des Sammelgels mit 10 µl 

BenchMarker ™ (Invitrogen) als Größenmarker und die weiteren 9 Taschen mit 20 µl 

der zu untersuchenden Proben beladen. 

 

2.5.3 Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembran 

(Western Blot)  

Beim Western Blot selber werden die aufgetrennten Proteingemische aus der 

Polyacrylamidmatrix über ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld eluiert 

und auf eine Membran (Nitrozellulosemembran) transferiert. An der 

Membranoberfläche bleiben diese Proteine aufgrund hydrophober Wechselwirkung 

haften. Dabei bleibt das Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. 

Zusätzlich wird bei diesem Vorgang das an den Proteinen angelagerte SDS 

ausgewaschen, so dass die Proteine renaturieren und teilweise ihre Sekundär-und 

Tertiärstruktur wieder einnehmen können. 

Für diesen elektrophoretischer Transfer wurde das Semidry-Blot-System mittels dem 

Trans-Blot® SD der Firma Biorad verwendet. Nach Beendigung der Gelelektrophorese 

wurden die Glaskammern der Blotting Kammer Mini Protean II ™ (Biorad) 

entnommen. Die Gele wurden vorsichtig aus den Glasplatten herausgenommen. Dabei 

wurde das Sammelgel verworfen. Whatman-Paper und Nitrozellulosemembran wurden 

auf die Größe des Trenngels (ca. 5,5 x 8,9 cm) zugeschnitten und anschließend in den 

Semidry-Blotting Puffer eingelegt. 

 
Semidry-Blotting-Puffer    

Tris 3,7 ml ad 1000 ml ddH2O   

Glycin 2,93 g   

SDS 10 % 3,7 ml   

Methanol 200 ml   
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Als nächstes wurde ein Sandwich aus 10 Whatman-Papieren, der 

Nitrozellulosemembran, das Trenngel und weiteren 10 Whatman-Papieren gebildet. Mit 

einem 50 ml Falcon-Röhrchen wurde behutsam die restliche Luft zwischen den 

einzelnen Schichten ausgestrichen. Dies hatte den Grund, dass der Transfer der Proteine 

von dem Gel auf die Nitrozellulosemembran ungehindert stattfinden konnte. Der 

elektrophoretische Proteintransfer erfolgte über 75-80 min bei einer Spannung von 25 

V. Als Positivkontrolle für die erfolgte Übertragung der Proteine auf die 

Nitrozellulosemembran wurden diese mit dem unspezifischen Proteinmarker Ponceau-S 

eingefärbt. Überschüssiges Ponceau wurde mit destilliertem Wasser abgespült und das 

restliche Ponceau-S mit mit einer phosphat-gepufferten Salzlösung PBS-Tween 0,1 % 

ausgewaschen. Anschließend wurden die geblotteten Membranen mit 5 % Magermilch 

für 1 Stunde  bei Raumtemperatur gesättigt. Die Magermilch diente zur Blockierung der 

noch freien Bindungstellen der Membran, so dass die monoklonalen  Antikörper nur an 

die zu untersuchenden Epitope binden konnten. Folgend wurde die restliche 

Magermilch der gesättigten Membranen erneut mit PBS-Tween 0,1 % (è dreimal für 5 

min bei Raumtemperatur) ausgewaschen. 

 

2.5.4 Immunodetektion und Chemolumineszenz 

 

Am häufigsten werden die Proteine über eine Immunodetektion visualisiert. Dabei 

bindet ein antigenspezifischer Primär-Antikörper an Epitope des gesuchten, 

transferierten Proteins. An den primären Antikörper bindet wiederum ein sekundärer 

Antikörper, über welchen die Detektion erfolgt. 

Nach dem Waschprozess wurden monoklonale Erstantikörper gegen StAR (1:15000), 

P450scc (1:1000), P450c17 (1:1000), DHEA-Sulfotransferase (DHEAS) (1:2000), 

phosphoryliertes ERK-1 und -2 (pERK-1 und -2) (1:1000), Gesamt-ERK-1 und -2 

(1:1000) bzw. MEK (1:1000) hinzugefügt und die Membranen anschließend über Nacht 

bei ca. 5 °C im Kühlraum gelagert. Nach 24 Stunden wurde dieser Primär-Antikörper 

abgegossen und der Waschvorgang mit PBS-Tween 0,1 % (è dreimal für 5 min bei 

Raumtemperatur) wiederholt. Durch das Waschen wurden die Membranen von 

unspezifisch gebundenen Antikörper-Molekülen gereinigt. Danach wurde ein 
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Zweitantikörper (Anti-Rabbit-IgG 1:3000 oder Anti-Mouse-IgG 1:1500) für 1 Stunde 

bei Raumtemperatur den Membranen hinzugegeben.  

Mittels der AmershamTM-ECLTM-Methode der Firma Amersham Pharmacie Biotech 

erfolgte die Detektion der Proteine. Hierbei ist der Zweitantikörper mit einem Enzym, 

der Meerrettichperoxidase [Horseradish Peroxidase bzw. HRP], gekoppelt. Das HRP 

katalysiert die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form, bei der eine 

Lumineszenz detektiert werden kann. Die Lichtemission wurde mit einem Röntgenfilm 

als Schwärzung nachgewiesen. Diese entsprachen dem typischen Bandenmuster der 

Protein-Antikörperverbindungen. Anschließend wurde die relative Intensität der Signale 

im Verhältnis zum ß-Aktin mit Hilfe des Scan-Programms Image Gauge V3.4 (Fujifilm, 

Deutschland) densitometrisch ausgewertet. 

 

 

2.6 Hormonanalyse 

 

Anfang der 60er Jahre entwickelten Berson und Yalow das Prinzip der 

immunologischen Hormonbestimmung (202). Dieses Verfahren zeichnet sich durch die 

notwendige Spezifität und Empfindlichkeit für die Hormonbestimmung in 

Körperflüssigkeiten aus. Die Methode beruht auf eine Reaktion des zu bestimmenden 

Hormons mit spezifischen Antikörpern, die inzwischen gegen jedes bekannte Hormon 

in ausreichender Spezifität und Menge gewonnen werden können. Der Vorteil der 

immunologischen Hormonbestimmung liegt in der Einfachheit ihrer Durchführung. 

 

2.6.1 Radioimmunoassay (RIA) 

 

In den Experimenten wurden die Hormonanalysen nach dem Prinzip des 

Radioimmunoassays [RIA] bestimmt. Das RIA ist eine Labormethode zur  quantitativen 

Bestimmung kleinster Substanzmengen. Dabei konkurrieren eine konstante Menge an 

radioaktiv markierten Antigenen mit unterschiedlichen Mengen nicht markierter 

Antigene aus der zu untersuchenden Probe um eine limitierte Zahl von freien 

Bindungstellen eines spezifischen Antikörpers. Anschließend wird mit einem γ-Counter 
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die Radioaktivtät gemessen, die der Konzentration des zu untersuchenden, unmarkierten 

Antigens (i.e. Hormone) umgekehrt proportional ist. 

Für die Versuche wurden die Coat-A-Count® RIA-Assay-Kits der Firma DPC 

Biermann verwendet. Hierbei basiert das kompetitive Immunoassay auf Antikörper-

beschichtete Polypropylenröhrchen. Sowohl eine bestimmte Menge an Probenserum 

wie auch an mit 125-I markierten Testantigenen wurden in diese Röhrchen pipettiert. 

Nach Inkubation wurden die ungebundenen Antigene durch Dekantierung verworfen. 

Die Radioaktivät wurde mit einem y-Counter gemessen und die Menge der 

Hormonkonzentration konnte anhand einer Standardkalibrierungskurve ermittelt. 

Die Probenseren stammten aus den Überständen der NCI-h295-Zellen-Versuche, die 

mit verschiedensten Konzentrationen von ETO, MTO, IMTO und FETO versetzt 

wurden. 

 

 

2.7 Bestimmung der RNA-Expression 

 

2.7.1 RNA-Extraktion 

 

Vor der eigentlichen Bestimmung der RNA-Expression mittels der Realtime-PCR-

Methode wurde die mRNA [Messenger-Ribonukleinsäure] aus den NCI-h295-R-Zellen 

aufgereinigt.  

Die Zellen wurden in 60 mm Petrischalen ausgesät und mit ETO 60 µM, MTO 60 µM, 

ACTH 10 nM und Forskolin substituiert. Jeder Versuch wurde vierfach angesetzt. Nach 

einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurde der Überstand abgenommen und die Zellen 

mit 1 x PBS gewaschen. Anschließend wurde 0,5 ml Trizol hinzugefügt und die Lysis 

der Zellen begonnen. Mit einer Feindosierungsnadel (Omnifix-F 1ml plus, B. Braun 

Melsungen AG) wurde das Zell-Lysis-Gemisch mehrmals resuspendiert und in einem 

Eppendorf-Cap gegeben. Die Suspension wurde bei 12000 x g für 10 Minuten 

zentrifugiert. Der gewonnene Überstand wurde erneut in einen Eppendorf-Cap pipettiert 

und das Pellet (der eigentliche Zellschrott) verworfen. Nach Zugabe von 100 µl 

Chloroform/Trichlormethan und einer Wartezeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur 

wurde die Suspension wiederum bei 12000 rpm für 5 Mintuen zentrifugiert.  
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Folgend wurde die wässrige (obere) Phase in einen weiteren Eppendorf-Cap gegeben. 

Diese Chloroformreinigung wurde zweimal wiederholt.  

Anschließend wurde die wässrige Phase abpipettiert und mit 250 µl Isopropanol 

versetzt. Nach einer Wartezeit von 15 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Lösung 

bei 14000 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. Die Zugabe des Isopropanol führte zur 

Ausfällung der RNA. Dieses Pellet wurde zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen, um 

das restliche Isopropanol zu entfernen. Nachdem der restliche Ethanolgehalt verdunstet 

war, wurde die RNA in 20 µL sterilem ddH20 resuspendiert. Der RNA-Gehalt wurde 

spektrophotometrisch mit dem Biophotometer der Firma Eppendorf gemessen. 

 

2.7.2 cDNA-Herstellung für Realtime-PCR  

 

Um die Transkription eines Genes nachzuweisen, muss die zuvor extrahierte RNA 

untersucht werden. Bei der Amplifikation (Vervielfältigung) von DNA mittels der 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden spezifische DNA-Polymerasen verwendet, 

welche DNA-abhängig sind. Diese Polymerasen sind nicht in der Lage RNA zu 

ampflizieren. Daher wird zuerst eine Reverse Transkriptase (RT) eingesetzt, eine RNA-

abhängige DNA-Polymerase, mit deren Hilfe RNA in ihre komplementäre cDNA 

umgeschrieben werden kann. Die cDNA kann im Anschluß als Ausgangsprodukt in der 

Realtime-PCR verwendet werden, um spezifische Sequenzen aus dieser zu 

vervielfältigen. 

Zur Initiation der DNA-Synthese benötigt die RT ein kurzes DNA-Stück, einen 

sogenannten Primer. Oftmals wird hier ein Oligo-d(T)-Primer aus mehreren Thymin-

Basen verwendet, welcher komplementär zum Poly(A)-Schwanz am 3`-Ende der 

mRNA ist. Erst im zweiten Schritt der PCR werden dann Gen-spezifische Primer 

eingesetzt. 

In den Experimenten wurde die zuvor extrahierte mRNA (siehe 3.1.4) mit Hilfe der 

Assays-on-Demand Gene Expression Products der Firma Applied Biosystems, USA in 

ihre komplementäre cDNA umgeschrieben. 
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 Hierbei wurden die einzelnen Substanzen nach folgendem Schema pipettiert: 

 

2x RT Master Mix Ansatz 

für 24 µl RNA (Template)  

10 x Random Hexamer Primer 45 µl 

25 x dNTP (Nukleotide) 75 µl 

H2O 30 µl 

 

Reaktionsmix  

für 30 µl Gesamtvolumen Master Mix  

10 x Reverse Tr anskription Puffer 150 µl 

MgCl2 25 mM 300 µl 

0,1 M DTT 150 µl 

Rnase OUT 75 µl 

 

24 µl RNA wurden mit 6 µl 2x RT Master Mix in 1,5 ml RNasefreien Eppendorf 

Biopur Cap (Biorad®) versetzt und bei 65 °C für 5 min inkubiert. Anschließend wurde 

diese Suspension auf Eis gekühlt. Nach 1 min wurden 27 µl Reaktionsmix der RNA-

MasterMix-Suspension hinzugefügt und  diese für weitere 2 min bei 25 °C inkubiert. Im 

folgenden Schritt wurde 1 µl SuperScript RT-Enzym (Applied Biosystems, USA) 

hinzupipettiert. 

Folgend wurde die Reverse Transkriptase in einem thermalen Icycler der Firma 

Biorad® nach vorgegebenen Schema (bei 25 °C für 10 min Inkubation, bei 42 °C für 50 

min Reaktion und bei 70 °C für 10 min zum Stoppen der RT) gestartet.  

 

2.7.3 Realtime PCR-Verfahren 

 

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine in vitro Technik zur gezielten 

Vervielfältigung eines DNA-Abschnitts, der von zwei bekannten Sequenzen 

[Oligonukleotid-Primer] eingerahmt wird. Durch den Einbau von Nukleotiden 

verlängert eine hitzestabile DNA-Polymerase [Taq-Polymerase] die Primer entlang der 

einzelsträngigen, denaturierten DNA-Matrize, und neue DNA-Stränge enstehen. In 
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jeder Vermehrungsrunde dienen wiederum die neu synthetisierten DNA-Stränge als 

Matrize für die Polymerase, so dass eine exponentielle Erhöhung der Kopienzahl 

entsteht.  

Zur Durchführung einer PCR benötigt man folgende Komponenten: 

· cDNA-Matrize (template) mit einer definierten Sequenz 

· Einzelsträngige Oligonukleotidprimer, die komplementär zu den Enden des 

templates sind 

· Hitzestabile DNA-Polymerase zur Synthese der neuen DNA-Doppelstränge  

· Puffer und Mg2+-Ionen (für den dNTP-Einbau ausschlaggebend und fördern die 

Aktivität der Polymerase). 

 

Die Realtime PCR-Technologie erlaubt eine quantitative Echtzeitanalyse der PCR über 

die Messung von laserinduzierten Fluoreszenzsignalen. Zum PCR-Ansatz wird neben 

den spezifischen Primern auch eine sequenzspezifische Hybridisierungssonde 

zugegeben. Die Sonde ist am 3´-Ende mit einem Quencherfarbstoff und am 5`-Ende mit 

einem fluoreszierenden Reporterfarbstoff markiert. Wenn die intakte Sonde durch Licht 

angeregt wird, so wird die Fluoreszenz-Emission des Reporterfarbstoffs durch die 

räumliche Nähe zu dem Quencherfarbstoff unterdrückt [Fluoreszenz-Energietransfer, 

FRET]. Während der PCR-Reaktion wird die hybridisierte DNA-Sonde durch die 5`-3`-

Exonuklease-Aktivität der Polymerase zerschnitten. Durch die Sondenhydrolyse wird 

die räumliche Nähe zwischen Reporter und Quencher unterbrochen, und der 

Reporterfarbstoff kann das Fluoreszenzlicht emittieren. 

Eine Hydrolyse der Sonde durch die 5`-3`-Exonuklease-Aktivität kann nur dann 

erfolgen, wenn es zu einer sequenzspezifischen Hybridisierungs zwischen Sonde und 

Zielsequenz kommt. Entsprechend der Amplifikation des spezifischen PCR-Fragments 

steigt das Fluoreszenzsignal an. Dabei ist die Fluoreszenzzunahme dem Zuwachs an 

PCR-Amplifikation direkt proportional. Die Auswertung der Analyse erfolgt über den 

sogenannten CT-Wert ("threshold cycle"). Der CT-Wert drückt die Zyklenzahl aus, bei 

der zum ersten Mal die Reporter-Fluoreszenz über dem Grundrauschen ermittelt wird. 

 

In den Experimenten wurde die relativ quantifizierende Realtime-PCR mit den FAM™ 

dye-labeled TaqMan® MGB Proben (Assays on Demand Gene Expression Products, 
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Applied Biosystems, USA) durchgeführt. Hierbei wurde die mRNA- bzw. 

Genexpression von StAR, ACTH-Rezeptor, P450scc, P450c17, p450c21, p450c11 

detektiert.  

Der Versuchsaufbau wurde entsprechend der vorgegebenen Anleitung der Firma 

Applied Biosystems angesetzt: 

 

Reaction Component  Volume/Well (25 µl volume reaction) 

TaqMan ®  

Universal PCR Master Mix 12,5 µl 

20X Assays-on-Demand ™ Gene 

Expression Assay Mix (= Sonde) 1,25 µl 

cDNA diluted in Rnase-free water 11,25 µl 

Total 25 µl 

 

Jede einzelne Reaktion wurde mit einem Gesamtvolumen von 25 µl mit 250 ng cDNA 

in Triplets angesetzt. In 96-well-Reaktionsplatte (Biorad®) wurden 5 µl Proben (cDNA, 

Standard A-F [1:4 Verdünnung] und Kontrollen [H2O]) pro well pipettiert. 

Anschließend wurden 20 µl TaqMan®-Standardansatz hinzugegeben.  

Die 96-er Lochplatte wurde mit Folie verdeckt und kurz zentrifugiert. Anschließend 

wurde die cDNA-Reaktionsplatte in Alufolie gewickelt (= Schutz vor dem Licht) und 

über Nacht bei +4 °C im Kühlschrank gelagert. Am folgenden Tag wurde die Realtime-

PCR gestartet, dabei wurden die von Applied Biosystem vorgeschriebenen thermalen 

cycling Parameter angewandt (2 min bei 50 °C für die Aktivierung der AmpErase UNG, 

10 min bei 95 °C für die Aktivierung der AmpliTaq Gold Enzyme, gefolgt von 50 PCR-

Zyklen zu je 15 sek bei 95 °C für  Denaturierung und 1 min bei 60 °C für Annealing 

und Extension der DNA).  

Die Realtime-PCR wurde in einem iCycler thermocycler der Firma Biorad® 

durchgeführt. Die Ergebnisse wurden mit dem iCycler iQ Real time detection system 

Software-Pogramm  berechnet. Jede einzelne Expression der zu untersuchenden 

Komponenten wurde anhand einer Forskolin-Standardkurve verglichen. Als endogener 

Kontrollparameter wurde die 18s Expression quantifiziert. Alle Ergebnisse wurden dann 

anschließend im Verhältnis zur 18s-Expression normalisiert. 
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2.8 Promoteranalysen mittels des Dual-Luciferase Reporter (DLRTM)  

 Assay-Kit (Promega) 

 

Mit Hilfe des Dual-Luciferase-Reporter-(DLRTM)-Assay-Kit wurden die 

Promoteraktivitäten analysiert. Hierbei dienen die aus dem Leuchtkäfer Photinus 

pyralis gewonnene Firefly-Luciferase als Reporterenzym und Renilla-Luciferase aus der 

Seequalle Renilla reniformis stammend als Kontrollenzym für die 

Transfektionseffizienz (203). In Anwesenheit von Sauerstoff, ATP und Mg2+ wird das 

Genprodukt Luciferin zu Oxyluciferin durch die Firefly-Luciferase oxidiert, bei diesem 

Prozess wird ein Lichtblitz erzeugt (203-205). Analog kommt es bei der Oxidation von 

Coelenterazin zu Coelenteramid durch die Renilla-Luciferase ebenfalls zu einer 

Lichtemission (206, 207). Anhand der Messung der freigesetzen Lichtmenge kann die 

exprimierte Luciferase im Luminometer bei 562 nm ermittelt werden. Für die 

Transaktivierungsversuche wurden pGL3-basic-Vektorkonstrukte, die die vollständige 

humane P450scc- bzw. P450c17 [p(CAP11A1)GL3basic]- sowie MC2R-Promotor-

Sequenz [p(MC2R)GL3basic] (28) enthielten, als Reportergenkonstrukte eingesetzt. Mit 

Hilfe des Lipofectamin wurden diese Luciferase-Reportergenkonstrukte vorübergehend 

in NCI-h295-Zellen transfiziert (= transiente Transfektion). Die Kontrollzellen wurden 

mit einem leeren Vektor pGL3 transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden 

die Zellen mit ETO 60 µM, ACTH1-24 (Synacthen) 100 nM oder FSK (Forskolin) 10 -

5 M stimuliert. Unstimulierte Zellen wurden als Kontrolle eingesetzt.. Nach 2, 4, 6, 24 

und 48 Stunden wurde die Aktivität nach dem DLRTM-Assay System (Promega, 

Mannheim, Deutschland) bestimmt. Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen 

mit einer phosphatgepufferten Salzlösung (PBS) gewaschen und jeweils mit Passive 

Lysis Buffer  (PLB) auf einem Schüttler für 15 min von den Loch-Platten gelöst. 

Hiernach wurde das Lysat in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Nach Zentrifugation für 5 

min bei 12 000x g konnten die Zellüberreste entfernt und der Überstand zur weiteren 

Analyse genutzt werden. In einem Luminometer-Röhrchen wurden je 100 µl Luciferase 

Assay-Reagenz II (LAR II) mit 20 µl PLB-Zelllysat versetzt. Im Luminometer konnte 

nun die Firefly-Luciferase-Aktivität gemessen werden. Nach Zugabe von 100 µl 

Stop&Glo®-Reagent wurde die Wirkung von Firefly-Luciferase beendet und zugleich 

die Renilla-Luciferase aktiviert. Die Werte der Firefly-Luciferase und somit 
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Promoteraktivität wurden schließlich gegen die durch Renilla ermittelte 

Transfektionseffizienz normalisiert. 

 

 

2.9 Statistische Auswertungen 

 

Mittels des Statistik-Software-Programms Stat View 4.51 von SAS Institute wurden alle 

signifikanten Unterschiede durch eine Varianzanalyse [ANOVA] erhoben. Als 

statistisch signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 angesehen. Alle Ergebnisse sind als 

Mittelwerte ± Standardabweichung [S.D.] dargestellt. 
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3.  Ergebnisse 

 

3.1 Wirkung von Etomidat und dessen  Derivaten auf die Steroidogenese 

 

3.1.1 Ergebnisse der Hormonanalysen 

 

Alle Substanzen führten zu einer potenten dosisabhängigen Hemmung der adrenalen 

Steroidbiosynthese mit einer Blockade von 11β-Hydroxylase (CYP11B1) (IC50: ETO 

6,8 nM, IMTO 6,95 nM, FETO 17,6 nM und MTO 51 nM)  und in etwa gleichen 

Maßen der Aldosynthase (CYP11B2) sowie in höheren Konzentrationen auch des 

P450scc Enzyms (CYP11A1) ( > 0,6 µM). 

Die Inkubation der NCI-h295 Zellen mit ETO, IMTO, FETO und MTO führt zu einer 

signifikanten dosisabhängigen Suppression der Synthese von Cortisol.  

Eine Anreicherung der vorgeschalteten Vorläuferhormone (17-OH-Progesteron, DHEA 

und Androstendion) zu Gunsten einer vermehrten Androgenproduktion war bei 

geringen Konzentrationen (0,6 nM – 0,06 µM) zu beobachten (s. Diagramm 1). 

Folglich ist dies zunächst auf die Blockade der beiden P450-Enzyme, 11-β-Hydroxylase  

und Aldosynthase, zurückzuführen. Ab höheren ETO-, IMTO-, FETO- und MTO-

Konzentrationen (> 6 µM) versiegte die gesamte Hormonsynthese als Hinweis der 

Blockade des P450scc-Enzyms. Im Vergleich zu seinen Analoga erwies sich ETO als 

potentester Inhibitor gefolgt von IMTO, FETO und zuletzt MTO.  
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Diagramm 1: Wirkung von Etomidat, Metomidat, Fluoretomidat und 

Iodmetomidat auf die Steroidbiosynthese der NCI-h295 Zellen 
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Dargestellt ist die Hormonsekretion von Cortisol, 17-OH-Progesteron, Aldosteron, 

DHEA und Androstendion in NCI-h295 Zellen nach 48-h Inkubation mit ETO, MTO, 

IMTO und FETO (0,6 nM-60 µM). Jeder Ansatz wurde in Triplets durchgeführt.  

Die Werte sind als % zu den Kontrollzellen ± Standardabweichung dargestellt. 

 

 
Cortisol   
17-OH-Progest. 
Aldosteron   
DHEA 
Androstendion   
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Diagramm 2: Vergleich der Effekte von ETO, MTO, FETO und IMTO auf die 

 Cortisolsynthese der NCI-h295 Zellen  
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Cortisolsynthese in % der Werte (± Standardabweichung) der unbehandelten 

Kontrollen (=100 %) nach 48-stündiger Inkubation von NCI-h295 Zellen mit 

verschiedenen Konzentrationen ETO, MTO, FETO und IMTO.
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Tabelle 4: Effekte von Etomidat, Metomidat, Fluoretomidat und Iodmetomidat auf 

die Steroidbiosynthese der NCI-h295-Zellen  

 

  Cortisol  17-OH-P DHEA-S DHEA Androstendion 
            
Kontrolle 100±2,8 100±14,0 100±9,5 100±6,9 100±2,8 
        
0,6 nM ETO 86±5,8 117±18,3 100±21,2 102±12,7 119±9,9 
6 nM ETO 53±2,5 159±8,6 90±7,5 120±6,8 183±11,1 
0,06 µM ETO 16±0,8 150±7,6 78±5,4 107±4,3 190±19,0 
0,6 µM ETO 3±0,3 57±4,2 9±3,2 16±1,0 57±3,4 
6 µM ETO 2±0,1 7±0,6 0±0 1±0,4 20±1,5 
60 µM ETO 2±0,2 4±0,4 0±0 4±0,4 15±0,3 
        
0,6 nM MTO 92±5,3 122±7,5 79±1,0 91±3,7 105±2,4 
6 nM MTO 76±2,0 152±18,1 76±4,5 99±13,7 124±2,2 
0,06 µM MTO 47±1,3 182±2,9 96±1,1 98±10,9 138±6,0 
0,6 µM MTO 16±1,0 143±15,2 69±2,4 52±1,8 120±5,1 
6 µM MTO 3±0,2 27±1,7 46±7,5 5±0,2 23±0,6 
60 µM MTO 3±0,1 4±0,2 6±2,5 5±0,8 16±2,1 
        
0,6 nM FETO 92±1,7 111±8,1 109±2,2 101±11,0 121±7,4 
6 nM FETO 70±7,7 127±0,4 87±11,4 113±8,4 140±13,4 
0,06 µM FETO 28±0,7 147±5,1 72±4,3 112±7,4 181±3,5 
0,6 µM FETO 7±0,4 104±6,5 21±2,9 35±3,6 99±3,6 
6 µM FETO 3±0,1 18±0,6 0±0 3±0,8 20±0,8 
60 µM FETO 3±0,1 3±0,2 0±0 4±0,4 14±1,4 
        
0,6 nM IMTO 94±8,5 157±5,9 125±10,3 137±7,7 122±2,4 
6 nM IMTO 53±4,0 187±27,8 121±9,4 135±4,7 195±12,9 
0,06 µM IMTO 22±2,1 202±37,4 128±3,6 129±1,4 205±5,2 
0,6 µM IMTO 6±0,1 147±5,3 48±3,8 30±0,6 70±7,5 
6 µM IMTO 3±0,2 16±1,4 25±8,2 4±0,6 19±0,8 
60 µM IMTO 3±0,2 4±0,2 24±8,6 7±1,5 13±1,1 

 

Die Zellen wurden für 48 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von ETO, MTO, 

FETO und IMTO inkubiert. Die Daten sind als Mittelwerte in %  der unbehandelten 

Kontrollzellen (=100 %) ± Standardabweichung dargestellt.
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3.1.2 Wirkung auf die Proteinexpression der Steroidbiosyntheseenzyme 

 

Die Blockade der Steroidbiosyntheseenzyme durch ETO, IMTO, FETO oder MTO (60 

µM) hatte eine signifikante Steigerung der StAR und P450scc-Proteinexpression zur 

Folge, die nach 6 - 96 Stunden nachweisbar war. Verglichen zu den Kontrollzellen  

konnte nach einer Inkubation mit 60 µM für Eto eine gesteigerte StAR-

Proteinexpression auf 216 % (± 48 % Standardabweichung), für IMTO auf 213 % (±26 

% S.D.) und für MTO auf 188 % (± 9% S.D.) festgestellt werden. Einhergehend zeigte 

sich eine gesteigerte P450scc-Proteinexpression für ETO auf 152 % (±36 % S.D.), für 

IMTO auf 180 % (±23 % S.D.) und für MTO auf 131 % (±3 % S.D.) Alle Ergebnisse 

wurden als Mittelwerte in % zu den Kontrollzellen [=100 %] nach 96 Stunden 

verglichen und densitometrisch bestimmt. Gleichsam war ein Anstieg des P450c17-

Proteins in den NCI-h295 Zellen nach einer Inkubation mit 60 µM ETO zu beobachten. 

Eine Veränderung in der Proteinexpression der DHEA-Sulfotransferase (SULT2A1) 

hingegen war nicht zu sehen  (s. Abbildung 6). 

Ferner zeigte sich im Vergleich zu den unbehandelten Zellen auch bei geringeren, nicht-

sedierenden Dosen (0,06 - 0,6 µM) von ETO bzw. MTO eine vermehrte Expression des 

P450scc-Proteins (s. Abbildung 7). 

Die vermehrte P450scc-Akkumulation konnte nicht durch eine exogene Substitution 

von Hydrokortison (20 µM) aufgehoben werden, sodass diese gesteigerte 

Proteinexpression nicht primär durch ein intrazelluläres Defizit an Glucocorticoid 

bedingt erscheint (s. Abbildung 8). 

Dementsprechend hatten weder eine alleinige Hydrokortison- (5 µM und 15 µM) noch 

alleinige Dexamethasonsubstitution (100 nM) Auswirkungen auf die P450scc-

Proteinexpression. 

Durch die Zugabe von Cycloheximid (50 µM), einem Translationsinhibitor, war die 

nach ETO-Inkubation nachweisbare Erhöhung der Proteinmenge von P450scc und 

StAR nicht mehr nachweisbar (s. Abbildung 9). 

 

 

 



 

52 
 

Abbildung 6:  Effekt von ETO auf die Protein-Expression der Steroidbiosynthese-

enzyme StAR, P450scc, P450c17 und DHEA-Sulfotransferase 

(DHEA-ST/SULT2A1) nach 72-stündiger Inkubation  

      
     Kontrolle      ETO         FSK 

 
 StAR         32 kDa 
 
 
 P450scc        60 kDa 
 
 
 P450c17        57 kDa 
 
 
 
 DHEA-ST        33,7 kD 
 
 
 
 
 β-Aktin        42 kDa 
 
 
NCI-h295 Zellen wurden für 72 Stunden mit 60 µM ETO oder mit 10 µM Forskolin 

(FSK) inkubiert. Die Zellen wurden anschließend nach der Laemmli-Methode 

aufbereitet. Die Proteinextraktion und der spezifische Protein-Nachweis folgten mittels 

Western-Blot-Verfahren. 

 

 

Abbildung 7:  Effekt von ETO und MTO auf die Proteinexpression von P450scc 

nach Inkubation mit nicht-hypnotischen Dosen  

 

 

 

                                                                                                                                  

                                                                                                                               

 

P450scc-Proteinexpression in den NCI-h295 Zellen nach einer 72-stündigen Inkubation 

mit 0,06 - 0,6 µM ETO bzw. MTO. Die Proteinextraktion und der spezifische Protein-

Nachweis folgten mittels Western-Blot-Verfahren.

P450scc 
 
β-Aktin 

            
   Kontrolle       MTO        MTO       ETO       ETO 

          0,06µM    0,6µM     0,06µM   0,6µM 

60 kDa 
 
42 kDa 
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Abbildung 8:  Effekt von ETO in Kombination mit Hydrokortison auf die Protein-

Expression des Steroidbiosyntheseenzyms P450scc nach 96-stündiger 

Inkubation 

 

    Kontrolle        ETO ETO + HC        PG          FSK 

    P450scc                    60 kDa 

   

    β-Aktin                    42 kDa 

          

Protein-Expression der NCI-h295 Zellen nach Inkubation mit 60 µM ETO allein oder in 

Kombination mit 20 µM Hydrokortison (HC) sowie mit Propylenglykol (PG) bzw.10 µM 

Forskolin (FSK). Anschließend folgten Proteinextraktion und der spezifische Protein-

Nachweis mittels Western-Blot-Verfahren. 

 

 

 

 

 

Abbildung 9:  Effekt von ETO in Kombination mit Cycloheximid auf die Protein-

expression von StAR und P450scc nach 96-stündiger Inkubation 

 

 Kontrolle  ETO      ETO+CX    CX       CX+FSK      FSK 

P450scc                    60 kDa 

StAR                    32 kDa 

β-Aktin                    42 kDa 

 

Expression des P450scc- und StAR-Protein in den NCI-h295 Zellen nach einer 

Inkubation mit 60 µM ETO bzw. 10 µM Forskolin (FSK) allein oder in Kombination mit 

50 µM Cycloheximid (CX). Anschließend folgten Proteinextraktion und der spezifische 

Protein-Nachweis mittels Western-Blot-Verfahren. 
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3.1.3  Einfluss auf die Proteinexpression der Transkriptionsfaktoren SF-1 und 

 DAX-1 

 

Für SF-1 und DAX-1 zeigte sich nach Inkubation mit 60 µM ETO und MTO eine  

tendentielle jedoch nicht signifikante Verminderung der Proteinexpression gegenüber 

den Kontrollen (i.e.: p-Wert von 60 µM ETO mit 0,07 und von 60 µM MTO mit 0,45 

für DAX-1 sowie 0,06 und 0,13 für SF-1). Die zusätzliche Substitution von ACTH hatte 

eine nur geringfügige Steigerung zur Folge. Als positiver Aktivator der 

Proteinexpression ließ sich für Forskolin (FSK) ein signifikanter Anstieg für SF-1  

(p-Wert = 0,00), jedoch nicht für DAX-1 feststellen ( s. Abbildung 10). 

 

 

Abbildung 10: Effekte von ETO und MTO auf Transkriptionsfaktoren SF-1  

  und DAX-1 nach 96-stündiger Inkubation 

    
    Kontrolle          Eto 60 µM          Meto 60 µM       Meto 60+ACTH  FSK 

DAX-1                    50 kDa 
 
 
SF-1                              52 kDa 
 
 
 β-Actin                    42 kDa 

 

NCI-h295 Zellen wurden für 96 Stunden mit 60 µM Etomidat, 60 µM Metomidat allein 

oder in Kombination mit ACTH sowie mit Forskolin (FSK) inkubiert. Anschließend 

folgten Proteinextraktion und der spezifische Protein-Nachweis mittels Western-Blot-

Verfahren.
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3.1.4 Wirkung auf die mRNA-Expression der Steroidbiosyntheseenzyme,  

des StAR-Proteins und des ACTH-Rezeptors (MC2R) 

 

Nach einer 48-stündigen Inkubation führten ETO (60 µM) und MTO (60 µM) zu einer 

dosisabhängigen, aber nicht signifikanten Steigerung der mRNA-Expression von StAR, 

P450scc und MC2R. Die mRNA-Expression von P450c21, P450c17 und P450c11 der 

NCI-h295-Zellen hingegen blieb durch ETO und MTO im Wesentlichen unbeeinflusst. 

Mit Forskolin (10 µM) behandelte Zellen dienten als Positivkontrolle. In diesen Zellen 

ließ sich erwartungsgemäß ein signifikanter Anstieg der mRNA-Spiegel von StAR, 

P450scc, MC2R,  P450c21, P450c11 und P450c17 nachweisen (s. Diagramm 3). 

Nach Transfektion der NCI-h295 Zellen mit dem p(P450scc)GL3- bzw. p(MC2R)- 

GL3-Vektor, die den jeweiligen Promotor und ein Reportergen enthalten, wurde die 

Promotoraktivität von P450scc und MC2R gemessen. Die Kontrollzellen wurden mit 

einem leeren Vektor pGL3 transfiziert. Die Promotoraktivität der entsprechenden Gene 

zeigte keine signifikante Veränderung nach einer 2-48 stündigen Inkubation mit 60 µM 

ETO, während sich durch Forskolinstimulation eine deutliche Aktivierung der 

untersuchten Promoter induzieren ließ. Die untransfizierten Kontrollzellen zeigten 

ebenfalls keine relevante Aktivität  

Als zweite Positivkontrolle wurde Synacthen (1-24ACTH) eingesetzt. Im Vergleich zu 

ETO führte eine Inkubation mit 100 nM Synacthen einerseits zu einer Verminderung 

der MC2R- und anderseits zu einer Aktivierung der P450 Promoteraktivtät (s. 

Diagramm 4). 
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Diagramm 3: Effekte von ETO und MTO auf die mRNA-Expression einiger  

P450-Enzyme , StAR und des ACTH-Rezeptors (MC2R) in NCI-

h295-Zellen 
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Relative Quantifizierung der mRNA-Expression nach 48-stündiger Inkubation mit  

60 µM ETO, 60 µM  MTO bzw. 10 µM Forskolin (FSK). Die Zellen wurden in Triplets 

ausgesät. Anschließend folgten die RNA-Extraktion und der spezifische mRNA-

Nachweis mittels Real time PCR. Die Daten sind als Mittelwerte in %  der 

unbehandelten Kontrollzellen (=100%) ± Standardabweichung dargestellt; * = p<0,05.

*
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Diagramm 4: Effekt von ETO, ACTH und Forskolin auf die Transkriptions-

aktivität von humanen MC2R-pGL3basic und P450scc-pGL3basic 

 

NCI-h295 Zellen wurden mit dem  hMC2R- bzw. hP450scc-pGL3basic Vektor mittels 

des Lipofectamine-Delivery-System  transfiziert. Die Kontrollzellen wurden mit einem 

leeren Vektor pGL3 transfiziert. Nach 2, 4, 6, 24 und 48-stündiger Inkubation mit ETO, 

ACTH bzw. FSK wurde die Transkriptionsaktivität mit dem Dual-Luciferase Reporter 

Assay System gemessen. (Dargestellt sind die Mittelwerte dreier voneinander 

unabhängige Experimente; * = p<0,05). 
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3.2 Wirkung von Etomidat und dessen Derivaten auf das Zellwachstum 

 

3.2.1 Wirkung der Adrenostatika in den Wachstumskurven 

 

ETO, IMTO, FETO und MTO zeigten eine signifikante dosis- und zeitabhängige 

antiproliferative Wirkung auf die NCI-h295 Zellen in den dye exclusion assays  

(IC50: ETO 0,25 µM, IMTO 13,6 µM, FETO 12,5 µM und MTO 1,0µM) 

(s. Diagramm 5). Im Vergleich zu seinen Analoga erwies sich ETO als potentester 

Suppressor gefolgt von MTO, FETO und zuletzt IMTO. Passend dazu zeigte sich 

anhand durchgeführter Western Blot-Analysen eine dosisabhängige, leichtgradig 

verminderte Proteinexpression des Proliferationsmarkers PCNA nach einer Inkubation 

mit ETO und dessen Derivaten (s. Abbildung 11). 

 

Diagramm 5: Effekte von ETO, IMTO, FETO und MTO auf die Proliferation der  

  NCI-h295-Zellen  nach 6 Tagen 
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NCI-h295 Zellen wurden in Tripletts über 8 Tage mit ETO, IMTO, FETO und MTO 

 (0,6 - 60 µM) inkubiert. Nach der Anfärbung mit Trypan-Blau fand die Zellzählung an 

den Tagen 0, 2, 4, 6 und 8 mittels der Neubaur-Zählkammer statt. Die ermittelten Werte 

sind als Mittelwert in %  zu den unbehandelten Kontrollzellen (=100%) ± Standard-

abweichung dargestellt.*=p<0,05;**=p<0,01 
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Abbildung 11: Wirkung von IMTO auf die Proteinexpression des Proliferations-

markers PCNA 

 

                   Kontrolle        IMTO 0,6µM  IMTO 6µM       IMTO 60µM  

 

 

 

Dosisabhängige Inhibition der Proteinexpression von PCNA in NCI-h295 Zellen nach 

einer 72-stündigen Inkubation mit IMTO (0,6 - 60 µM). Ähnliche Ergebnisse wurden 

auch für MTO und ETO gesehen (Daten nicht dargestellt). Anschließend folgten 

Proteinextraktion und der spezifische Protein-Nachweis mittels Western-Blot-

Verfahren. 

 

 

3.2.2 Bestätigung der antiproliferativen Wirkung der Adrenostatika mittels 

 des MTT-Tests 

 

Der in den Wachstumskurven nachgewiesene antiproliferative Effekt von ETO, MTO, 

IMTO und FETO konnte mittels MTT-Tests bestätigt werden. Im Vergleich zu den 

Kontrollzellen zeigte sich eine hoch signifikante Wachstumshemmung bei allen 

untersuchten Substanzen (p<0,01) in den NCI-h295 Zellen. 

Zudem war eine signifikante Inhibition der Proliferation bei der humanen NNR-

Karzinom-Zelllinie SW-13 durch ETO (60 µM) nachweisbar (p<0,05). 

Bei den beiden nichtadrenalen Karzinom-Zelllinien HT-29 (Colon-Ca) und MCF-7 

(Mamma-Ca) war keine antiproliferative Wirkung durch ETO, MTO, IMTO und FETO 

festzustellen (s. Diagramm 6). 

 

PCNA 

β-Aktin 

29 kDa 

42 kDa 



 

60 
 

Diagramm 6: Effekte auf das Wachstumsverhalten im MTT-Test verschiedener 

Karzinom-Zelllinien nach 96-stündiger Inkubation  

** **

*

**

**

**

NCI-h295 SW-13 HT-29 MCF-7

ETO

M
TO

FETO

IM
TO

Kontrolle

bFG
F

ETO

Kontrolle

ETO

Kontrolle

ETO

Kontrolle

0

20

40

60

80

100

120

140

*

Ex
tin

kt
io

n
(%

 d
er

 K
o

nt
ro

lle
)

 
NCI-h295 Zellen und SW-13 humane adrenokortikale Karzinomzellen, wie auch 

humane HT29-Kolon-Ca- und humane MCF-7 Mamma-Ca-Zellen wurden über 4 Tage 

in 96-well Mikrotiterplatten mit jeweils ETO, MTO, IMTO, FETO und bFGF inkubiert. 

Anschließend wurde die Zellzahl indirekt über die Aktivität der mitochondrialen 

Dehydrogenasen bestimmt, die die MTT-Substanz in photometrisch bestimmbares 

Formazan umwandelten. Die Extinktion bei 570 nm wurde mit Hilfe des ELISA Plate 

Reader ermittelt. 

Die ermittelten Daten sind als Mittelwert in %  zu den unbehandelten Kontrollzellen 

(=100%) ± Standardabweichung dargestellt.*=p<0,05;**=p<0,01 

 

3.2.3 Wirkung der Adrenostatika auf an der Zellproliferation beteiligte 

Signaltransduktionsprozesse  

 

Etomidat, Metomidat und Iodmetomidat führten auf der Signaltransduktionsebene zu 

einer verminderten Phosphorylierung der in die mitogenen Signalwege involvierten 

MAP-Kinasen ERK-1 und -2 sowie p38. Ein Einfluss auf die SAP-Kinase/JNK oder 

den Proteinkinase B-Weg ließ sich hingegen nicht detektieren. Die Inkubation mit 

Forskolin hatte eine stark vermehrte ERK- und p38-Aktivierung zur Folge.  
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Weiterhin zeigte sich durch die Behandlung mit ACTH ein nur gering vermehrter 

Anstieg der ERK-Phosphorylierung im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit MTO. 

Unterschiede in der Proteinexpression der unphosphorylierten Kinasen waren nicht zu 

sehen (s. Abbildung 11 und 12). 

 

Abbildung 11: Effekte von ETO und MTO auf der Signaltransduktionsebene nach  

96-stündiger Inkubation   

 
MAP-Kinasen 

 
Kontrolle    ETO 60 µM         MTO 60 µM        MTO 60+ACTH    FSK 

 
pMEK                    52 kDa 

pERK                            42/44 kDa 

ERK- 
Gesamt                42/44 kDa 

pp38                      43 kDa 

p38- 
Gesamt                     43 kDa 

 

SAP-Kinase 
pJNK                     63 kDa 

 

Proteinkinase B-Signalweg 
pAKT                    60 kDa 

β-Aktin                  42 kDa  

 

Analyse der Proteinexpression und des Phosphorylierungsniveaus in mitogene 

Signaltransduktionswege involvierter MAP-Kinasen im Vergleich zur SAP-Kinase und 

dem Proteinkinase B-Signalweg. NCI-h295 Zellen wurden für 96 Stunden mit 60 µM 

Etomidat, 60 µM Metomidat allein oder in Kombination mit ACTH sowie mit Forskolin 

(FSK) inkubiert. Die Aktivierung (Phosphorylierung) wurde mittels Western Blot 

detektiert. 
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Abbildung 12: Effekte von ETO und IMTO auf die MAP-Kinase ERK-1 und -2 

nach 96-stündiger Inkubation  

 

 
 

Analyse der Proteinexpression und des Phosphorylierungsniveaus in mitogene 

Signaltransduktionswege involvierter MAP-Kinasen (pERK und ERK). NCI-h295 Zellen 

wurden für 96 Stunden mit 0,6, 6 und 60 µM Etomidat und Iodmetomidat sowie mit 

Forskolin (FSK) inkubiert. Die Aktivierung (Phosphorylierung) wurde mittels Western 

Blot detektiert. 

IMTO 
pERK 

ETO 
pERK 

Kontrolle 0,6 µM 6 µM FSK 60 µM 

ERK 

ERK 
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4. Diskussion 

 

4.1  Steroidogenese 

 

4.1.1 Effekte von ETO, MTO, IMTO und FETO auf die Regulation der P450- 

 Enzyme, StAR- und ACTH-R-Expression  

 

In vivo unterliegt die Glukokortikoidsynthese der Nebenniere v.a. dem Regelkreis der 

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse. Hierbei aktiviert die ACTH-

Freisetzung eine Kaskade intraadrenaler Signalwege, die letztendlich mit einer 

gesteigerten Steroidbiosynthese einhergeht (208, 209). Ferner unterliegt die 

Proteinexpression von StAR und anderer Steroidbiosyntheseenzyme v.a. einer ACTH-

Stimulation (31, 210, 211). Allerdings ist bis dato wenig über ACTH-unabhängige 

zelluläre Kontrollmechanismen der adrenalen Steroidbiosynthese bekannt.  

In dieser Arbeit zeigten wir, dass Etomidat und seine Analoga (Metomidat, 

Iodmetomidat und Fluoretomidat) pleiotrope Effekte auf die Nebenniere aufwies. Durch 

die Blockade der P450c11- sowie P450aldo- und in höheren Konzentrationen der 

P450scc-Enzymaktivität übten alle Substanzen eine hoch potente, dosisabhängige 

adrenostatische Wirkung auf die Nebenniere aus. Im Vergleich zu seinen Analoga 

erwies sich ETO als potentester Inhibitor gefolgt von IMTO, FETO und zuletzt MTO. 

Ferner ging die Hemmung der Steroidbiosynthese mit einem signifikanten Anstieg der 

Proteinspiegel von StAR und P450scc einher. Ebenfalls erwies sich ETO als potentester 

Induktor der Proteinexpression im Vergleich zu seinen Derivaten (s. Abbildung 6 u. 7).  
 
Ein möglicher Erklärungsansatz für die vermehrte Proteinexpression ist ein durch ETO 

bzw. dessen Analoga bedingter intrazellulärer Cortisolmangel. In vivo wird infolge 

eines fehlenden negativen Feedbacks vermehrt ACTH in der Hypophyse freigesetzt, das 

wiederum die cAMP-abhängige PKA-Signalkaskade aktiviert (5). Eine gesteigerte 

StAR-Proteinexpression wird bekanntermaßen durch eine Aktivierung beider 

Proteinkinase A- und Proteinkinase C-Signalwege beschrieben  (34, 212). In vitro 

kommt es jedoch nicht zur Aktivierung dieser corticotropen Achse. Folglich ist ein 

durch ETO bzw. dessen Analoga bedingter intrazellulärer Cortisolmangel zu erwägen, 

der über andere Mechanismen als ACTH zur vermehrten Aktivierung der 
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Steroidbiosynthese führt. In Übereinstimmung mit früheren Studien (34) konnten wir 

jedoch keine Veränderung in der Proteinexpression von P450scc und StAR durch eine 

zusätzliche Gabe von Dexamethason oder Hydrocortison demonstrieren. Demzufolge 

scheint Cortisol kein direktes intrazelluläres Feedback auf die adrenale 

Steroidbiosynthese bzw. Proteinexpression auszuüben.  

Eine weitere mögliche Erklärung für die gesteigerte Proteinexpression von StAR und 

der Steroidbiosyntheseenzyme könnte ein durch die Enzymhemmung bedingter 

Überschuss an Vorläuferhormonen wie Progesteron und DHEA sein (s. Diagramm 1). 

Die Arbeit von Asif et al. (213) konnte eine gesteigerte StAR-Proteinexpression nach 

einer Inkubation mit DHEA-S in den adrenokortikalen NCI h295 Tumorzellen zeigen. 

In einer weiteren Studie von Schwarzenbach et al. (214) konnte auch für Progesteron 

eine gesteigerte StAR-Proteinexpression dokumentiert werden. Es wäre demnach 

denkbar, dass ETO, MTO, IMTO und FETO in nicht-hypnotischen Dosen (0,6 mM-

0,06 µM), die noch eine Aktivität von P450scc zulassen, während die Aktivität von 11-

beta-Hydroxlase und Aldosteronsynthase bereits blockiert ist, eine durch DHEA bzw. 

Progesteron-bedingte Induktion der StAR-Proteinexpression bewirken. Dies erklärt 

jedoch nicht die gesteigerte StAR-Proteinexpression bei höheren Konzentrationen von 

ETO bzw. dessen Derivaten beim parallel beobachteten Ausbleiben der gesamten 

Steroibiosynthese infolge der zusätzlichen Blockade des P450scc-Enzyms. Folglich sind 

weitere intraadrenale Regulationsmechanismen in der Proteinexpression beteiligt. 
 
In zahlreichen Studien werden auf transkriptionaler, translationaler und 

posttranslationaler Ebene verschiedene Regulationsmechanismen der Expression von 

StAR und der Steroidbiosyntheseenzyme sowie des ACTH-Rezeptors dargestellt. Im 

Folgenden wird auf einige Beispiele näher eingegangen. 

 

In den Arbeiten von King et al. (215) und Christenson et al. (216) werden Oxysterole 

als Regulatoren der Proteinexpression von StAR beschrieben. Oxysterole enstehen 

infolge Oxidation von Cholesterol durch spezifische Hydroxylasen verschiedener 

Zellen. Mit Hilfe des Transkriptionsfaktors Liver X receptor alpha [LXRα] und einem 

Sterol regulatory element binding protein [SREBP] cleavage-activating Protein [SCAP] 

sind Oxysterole an der Regulation der Cholesterol- bzw. Lipidhomöostase beteiligt. In 

den murinen adrenokortikalen Zellen Y1 und den  Leydigtumorzellen MA-10 führte die 
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Inkubation mit Oxysterolen zu einem raschen Anstieg der StAR-Proteinkonzentration. 

Erst nach einer länger anhaltenden Inkubation der Zellen war eine geringe Vermehrung 

der mRNA-Konzentration von StAR ohne eine direkte Beeinflussung der 

Promoteraktivität zu beobachten (216).  

Im Gegesatz zu den Oxysterolen induzierten Lipoproteine wie das LDL bzw. HDL eine 

Steigerung der Proteinexpression von StAR durch Aktivierung der eigenen 

Promoteraktivtät. Studien des StAR-Promoters mit den murinen adrenokortikalen 

Tumorzellen Y1-BS1 zeigten, dass der Transkriptionsfaktor SF-1 an der LDL-/HDL-

induzierten Promoteraktivität beteiligt ist (217). Ferner wurde ein Anstieg der StAR-

Proteinexpression und in geringerem Maße der mRNA-Konzentration durch das aus der 

Lipoproteinsynthese stammende Cholesterol beschrieben (209). Oxysterole scheinen 

demnach die StAR-Aktivität und die Steroidogenese auf posttranskriptionaler Ebene zu 

regulieren,  während Lipoproteine auf transkriptionaler Ebene regulieren.  

Entsprechend den Ergebnissen von King et al. (215) und von Reyland et al. (217)  

konnten auch wir eine gesteigerte Induktion der Proteinexpression von StAR wie auch 

des P450scc-Enzyms (CYP11A1) nach Inkubation der NCI-h295-Zellen mit Etomidat 

und dessen Derivaten zeigen, während sich ein nur geringer Anstieg der mRNA-

Konzentration bei ausbleibender Stimulation der Promoteraktivität zeigte. 

Schlussfolgernd scheinen translationale Prozesse mehr als transkriptionale Prozesse 

ursächlich zu sein. Demzufolge scheint die posttranskriptionale Regulation der 

Enzymexpression, die für eine schnelle „akute“ Veränderung der Proteinspiegel 

verantwortlich ist, eine essentielle Rolle in der Steroidbiosynthese zu besitzen. Es ist 

demnach vorstellbar, dass hierdurch eine schnelle intrazelluläre Adaptation zum Erhalt 

der Homöostase in den steroidogenen Zellen bewirkt wird. 

 

In dieser Arbeit zeigte sich zudem, dass ETO und dessen Derivate auch Auswirkungen 

auf die Expression des ACTH-Rezeptors in den NCI-H295-Zellen besitzen. Nach einer 

48-stündigen Inkubation induzierten ETO (60 µM) und MTO (60 µM)  eine gesteigerte 

mRNA-Expression des MC2R (s. Diagramm 3). Die Aktivität des MC2R-Promoters 

hingegen zeigte keine signifikante Veränderung. Bekanntermaßen wird der MC2R 

vorwiegend in der Nebenniere exprimiert (5). Seine Expression wird durch seinen 

eigenen Liganden, ACTH, via dem cAMP-abhängigen Signalweg hochreguliert (6, 12). 
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In der Literatur wird die Beteiligung verschiedener nuklearer Transkriptionsfaktoren an 

der Regulation der ACTH-Rezeptorexpression beschrieben.  

Die Arbeit von Beuschlein et al. (218) demonstrierte, dass AP-1 an der vermittelten 

cAMP-abhängigen MC2R-Expression beteiligt ist. Für zwei weitere Faktoren, SF-1 und 

DAX-1 konnte ebenfalls die besondere Bedeutung für die Entwicklung und die 

spezifische Funktion der Nebenniere dargestellt werden. Erfahrungsgemäß aktiviert SF-

1 die Transkription mehrerer Cytochrom-P450-Enzyme (219-223), des MC2Rs (12, 

218, 224) und von StAR (210). Sowohl für die P450- als auch für den MC2R-Promoter 

konnten Bindungsstellen für SF-1 nachgewiesen werden. Mutationen von SF-1 gingen 

u.a. mit verminderter ACTH-Rezeptorexpression (218) und CYP17-Genexpression 

(225, 226) einher. 

Zwermann et al. (46) demonstrierten zudem, dass die mRNA-Expression von DAX-1 

und MC2R negativ miteinander korrelierten. In vitro verminderte die DAX-1 

Expression die humane und murine MC2R-Promoteraktivität um 89 bzw. 55 %. 

Dementsprechend interagiert DAX-1 mit SF-1 und antagonisiert die SF-1-vermittelte 

Gentranskription. Allerdings waren Mutationen der SF-1-Bindungstelle innerhalb des 

humanen MC2R-Promoters auch mit einer verminderten bzw. aufgehobenen DAX-1-

Inhibition assoziiert. Somit wird die DAX-1-Expression durch SF-1 aktiviert (46, 227). 

Desweiteren  werden für ACTH selbst Einflüsse auf die mRNA- und Proteinexpression 

von SF-1 und DAX-1 beschrieben. Entsprechend ihrer antagonistischen Wirkung führt 

ACTH zu einer vorübergehenden Suppression von DAX-1 bei gleichzeitiger Induktion 

von SF-1 mit Folge einer gesteigerten Genexpression der Steroidbiosynthese relevanter 

Proteinen (224).  

Entsprechend diesen Daten wäre es demnach vorstellbar, dass ETO, MTO, IMTO und 

FETO auch auf transkriptionaler Ebene ihre adrenostatische Wirkung ausüben. Aus 

diesem Grunde wurden die Proteinexpression von SF-1 und DAX-1 untersucht,  wobei 

nach Inkubation  mit ETO und MTO eine tendentielle, jedoch nicht signifikante 

Verminderung der Proteinexpression gegenüber den Kontrollen zu sehen war (s. 

Abbildung 10). Im Verlgeich zu seinem Analogon war ETO am potentesten. 

Demzufolge scheinen die Imidazolanaloga an der transkriptionalen Regulation der 

Expression des ACTH-Rezeptors durch SF-1 und DAX-1 nicht wesentlich beteiligt zu 

sein. Es wäre demnach denkbar, dass ETO und dessen Derivate über andere nukleare 
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Transkriptionsfaktoren ihren Einfluss auf die ACTH-Rezeptorexpression ausüben.  

Diesbezüglich benötigt es noch weiterer Evaluationen. 

 

Neben DAX-1 sind weitere „Cofaktoren“ der SF-1 induzierten Steroidenzym-

Genexpression nachgewiesen worden. Die Untersuchungen von Sewer et al. (9) 

demonstrierten, dass eine mitogen-activated protein kinase phosphatase-1 [MKP-1] -

Aktivierung  bzw. eine ERK-Aktivierung mit einer verminderten bzw. gesteigerten 

cAMP/PKA-induzierten hCYP17-Expression einherging. Bekannterweise ist SF-1 an 

der Regulation der cAMP/PKA-induzierten Gentranskription beteiligt. Folglich 

untersuchte die Gruppe um Sewer den Zusammenhang der gesteigerten MKP-1 bzw. 

ERK1/2-Expression mit der SF-1-Aktivität. Es  konnte gezeigt werden, dass eine ERK-

Aktivierung mit einer verstärkten Phosphorylierung von SF-1 einherging mit 

nachfolgend gesteigerter cAMP/PKA-abhhängiger Steroidbiosynthese. Als nukleäre 

Phosphatase hatte MKP-1 hingegen eine verminderte SF-1-Phosphorylierung zur Folge. 

Diese Daten demonstrierten, dass die Phosphorylierung von SF-1 eine wesentliche 

Rolle in der cAMP/PKA-abhängigen Signaltransduktion spielt. Passend zu diesen 

Beobachtungen führte eine Inkubation von ETO, MTO, IMTO und FETO zu einer 

verminderten Proteinexpression der phosphorylierten MAP-Kinase  ERK 1 und 2. 

Allerdings ist hiermit die gesteigerte Proteinexpression von P450scc und StAR nicht 

erklärt. Möglicherweise beruht die Steigerung der StAR- und P450scc-

Proteinexpression auf einer vermehrten Proteinkinase C-Aktivierung infolge einer durch 

ETO und dessen Analoga induzierten Inhibition der cAMP/PKA–Signalkaskade. 

 Jo et al. (34) konnten zeigen, dass in Leydig-Tumorzellen eine Inhibition von PKC mit 

einer signifikanten Verminderung der Steroidbiosynthese, der Phosphorylierung des 

cAMP-responsive element binding [CREB] Proteins und der Gentranskription von 

StAR einherging. Daraus läßt sich schließen, dass die intraadrenale Regulation sowohl 

der Proteinexpression als auch der Steroidbiosynthese durch das Zusammenspiel beider 

Proteinkinasen  A und C bestimmt wird. 

 

Ferner hatte eine Inhibition der steroidogenen Enzyme durch Etomidat und dessen 

Analoga eine Akkumulation der Substrate zur Folge. Möglicherweise spielt die 

vermehrte Verfügbarkeit der einzelnen Substrate eine weitere entscheidende Rolle in 
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der intraadrenalen Regulation der Steroidogenese unabhängig von der ACTH-

induzierten Stimulation. In den Arbeiten von Gonzales et al. (228) und Kühn-Velten et 

al. (229) wurde durch eine vermehrte Substratbindung eine Stabilisierung einiger P450-

Cytochrom-Enzyme gezeigt, so dass hier ein weiterer, möglicher Erklärungsansatz für 

die Substratanreicherung als Stabilisierungsfaktor des P450-Proteins zu finden ist. 

Ferner konnten wir zeigen, dass die Zellen, die mit ETO und Cycloheximid kombiniert 

inkubiert waren, einen höheren StAR-Proteinspiegel aufwiesen im Vergleich zu den 

Zellen mit einer Cycloheximid-Monoinkubation. Eine Inkubation mit dem 

Proteintranslationsinhibitor Cycloheximid hatte keine ähnlich vermehrte 

Proteinexpression zur Folge. Demzufolge scheint eine Substratakkumulation zur 

Proteinstabilisierung führen bzw. ETO selbst eine proteinstabilisierende Wirkung zu 

besitzen. Somit wäre es denkbar, dass die Aktivierung der Translation für die 

gesteigerte Proteinexpression ursächlich sein könnte. Alternativ könnte jedoch auch eine 

Stabilisierung der Proteine ursächlich sein, was anhand der vorliegenden Daten nicht 

sicher auszuschließen ist. 

 

 

4.2 Effekte der Adrenostatika auf das Wachstumsverhalten 

 

In den Zellproliferationsexperimenten zeigte sich sowohl für ETO als auch für MTO, 

IMTO und FETO eine signifikante dosis- und zeitabhängige Suppression der 

Zellproliferation selbst schon in nicht-hypnotischen  Konzentrationen von 6 µM. Im 

Vergleich zu seinen Analoga erwies sich ETO als potentester Suppressor gefolgt von 

MTO, FETO und zuletzt IMTO (s. Diagramm 5). Eine Substitution mit Hydrocortison 

bzw. Dexamethason konnte diesen antiproliferativen Effekt nicht aufheben, sodass ein 

intrazelluläres Glucocorticoiddefizit per se keine Relevanz bezüglich der proliferativen 

Aktivität der untersuchten adrenokortikalen Zellen besitzt.  

Es stellte sich daher die Frage, ob der proliferationshemmende Effekt durch das 

Überangebot an Vorläuferhormonen bzw. Androgenen hervorgerufen wird (s. 

Diagramm 1). In der Arbeit von Zatelli et al. (44) konnte gezeigt werden, dass die 

humane adrenocortikale Tumorzelllinie NCI-H295 Androgenrezeptoren exprimiert und 

dass eine Inkubation mit Dihydrotestosteron [DHT] mit einer signifikant reduzierten 



 

69 
 

Zellproliferation einherging. Ferner demonstrierten sie die Androgenauswirkung auf die 

Produktion des Transforming growth factor-beta 1. Eine Inkubation mit DHT führte zu 

einer signifikanten  dosisabhängigen Steigerung der mRNA- und Proteinexpression von 

TGF-β1 mit Folge einer erheblichen Abnahme der Zellproliferation. Somit wird der 

inhibitorische Effekt von DHT durch die Induktion des TGF-β1-Produktion bestätigt. 

Wie bereits erwähnt, führte die Inkubation von NCI-H295-Zellen mit ETO, MTO, 

IMTO und FETO ebenfalls zu einer gesteigerten Konzentration an Androgenvorläufern 

(v.a. DHEA und Androstendion). Dank der Inhibition der 11β-Hydroxylase wäre 

demnach eine gesteigerte TGF-b1-Produktion durch ETO und dessen Analoga zu 

erwarten. 

 

Zudem konnte in dieser Arbeit demonstriert werden, dass die antiproliferative Aktivität 

der getesteten Imidazolanaloga mit einer signifikanten Hemmung der ERK-1/2 und 

P38-Phosphorylierung und somit mit einer Hemmung des mitogenen MAPK-

Signaltransduktionsweges wie auch der vorgeschalteten MEK-Kinase korrespondierte. 

Im Vergleich zu seinen Analoga erwies sich ETO als potentester Suppressor. Ein 

Einfluss auf die SAP-Kinase/JNK oder den Proteinkinase B-Weg ließ sich hingegen 

nicht detektieren (s. Abbildung 11 u. 12). 

Der MAP-Kinase-Weg bezeichnet einen mehrstufigen Signaltransduktionsweg, der 

unter anderem an der Regulation des Zellwachstums und der Apoptose beteiligt ist 

(230-232). MAP-Kinasen werden von ihren Aktivatoren, MAP-KK, phosphoryliert und 

akkumulieren im Zellkern, wo sie nukleäre Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und 

dadurch die Transkription einer Vielzahl von Zielgenen regulieren (s. Abbildung 1). 

Demnach könnte die beobachtete verminderte Zellproliferation zusätzlich aus einer 

Abnahme der Aktivität der MEK- bzw. ERK-1/2-Proteinkinase resultieren. 

 

In der Literatur existieren zahlreiche Daten einer inversen Korrelation zwischen der 

steroidogenen Aktivität und der Proliferation in steroidogenen Zellen. Fassnacht et al. 

(22) demonstrierten eine verminderte Steroidsekretion in den NCI-h295 Zellen nach 

Induktion der Zellproliferation durch 1-28 N-POMC, welche mit einer Aktivierung der 

MAP-Kinase ERK-1 /-2 assoziiert war. Dagegen hatte eine ACTH-Substitution eine 

signifikante Verminderung der Zellzahl zur Folge.  
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In ähnlicher Weise zeigten Schulte et al. (124) eine vermehrte BrdU-Anfärbung als 

Indikator erhöhter proliferativer Aktivität in den Gewebeschnitten der Nebennierenrinde 

embryonaler Mäuse, die vor allem keine spezifischen adrenalen Marker der 

Steroidogenese exprimierten.  

Entsprechend diesen Daten konnten auch wir in dieser Arbeit zeigen, dass die 

Hemmung der steroidogenen Enzymaktivität zu einer gesteigerten Proteinexpression 

dieser Steroidbiosynthese-Enzyme bei gleichzeitiger Abnahme der Zellproliferation 

führte (s. Abbildung 6-8 sowie Diagramm 3, 5). Möglicherweise nimmt die 

Zellproliferation zu Gunsten der Aufrechterhaltung einer adäquaten Steroidbiosynthese 

wie auch Zelldifferenzierung ab. Dennoch ist dieser Zusammenhang weiterhin genauer 

zu evaluieren. 

Neueste Untersuchungen deuten auf eine essentielle Rolle der MAPK in der Regulation 

der Cytochrom P450 Gene hin (231). Es zeigte sich, dass die Inhibition des ERK-

Signalweges eine Hochregulation des CYP2B2 in primären Kulturen der Hepatozyten 

von Ratten zur Folge hatte. Ferner demonstrierten Sewer und Waterman (9), dass 

sowohl eine Überexpression des MKP1 [mitogen activatd protein kinase phosphatase 1] 

als auch eine Dämpfung des ERK1/2 mit einer gesteigerten Expression des humanen 

CYP 17 in den NCI-h295 Zellen korrelierten. Somit wird ein möglicher inverser 

Zusammenhang zwischen der proliferativen Aktivität und der Steroidbiosynthese 

weiterhin unterstützt. 

 

In den MTT-Tests ließ sich der dosisabhängige, proliferationshemmende Effekt von 

ETO, MTO, IMTO und FETO auf NCI-h295-Zellen ebenfalls darstellen. Erst in hohen 

Konzentrationen ließ sich für eine weitere adrenale Zellreihe (SW-13) eine 

Wachstumsverzögerung durch 60 µM ETO feststellen. Unterdessen übten die 

Imidazolanaloga keine antiproliferative Wirkung auf die non-adrenalen HT-29- und 

MCF-7-Zellen aus, so dass die adrenale Wirkungsspezifität von ETO, MTO, IMTO und 

FETO hiermit bestätigt wird. 
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4.3 Etomidat und seine Derivate als Tracer in der adrenalen Bildgebung  

 

Bei Patienten mit einem endokrin-inaktiven Tumor spielen die bildgebenden Verfahren 

eine entscheidende Rolle für die Identifizierung und Typencharakterisierung bzw. 

Diagnostik der Tumore. Bisherige Computertomographie- und Kernspintomographie-

Studien stellen akkurate anatomische Verhältnisse von jeglichen Tumoren der 

Nebenniere dar und sind somit als Anhaltspunkte für die initiale Analylse der 

Charakterisierung dieser Läsionen anzusehen (169, 233-235). 

Die Positron-Emissions-Tomographie bietet eine weitere Möglichkeit der in vivo 

Gewebscharakterisierung adrenaler Tumoren bezüglich ihrer Benignität und Malignität 

(170, 171, 234, 236). In bisherigen präklinischen und klinischen Analysen konnte 

erfolgreich dargestellt werden, dass ETO und dessen Analoga MTO, IMTO und FETO 

sich als Tracer gut eignen. Aufgrund ihrer nachgewiesenen hohen Bindungsaffinität zu 

den adrenalen Steroidbiosyntheseenzymen werden sie für die molekulare Bildgebung 

von adrenalen Gewebe eingesetzt, passend zu den vorliegenden Daten zur Inhibition der 

Hormonsynthese (insbesondere 11ß-Hydroxylase und p450scc-Enzym s. Diagramm 1) 

(36, 160, 181, 183, 188). Als Voraussetzung der hohen Bindungsaffinität wurde eine 

intakte Estergruppe sowie die (R)-Konfiguration der Imidazolanaloga nachgewiesen 

(150). Entsprechend der Arbeit von Wadsak et al. (148) zeigten auch unsere Ergebnisse, 

dass in vitro IMTO wie auch FETO ähnliche Wirksamkeiten wie MTO und ETO 

aufwiesen. Demnach scheinen weder Iodination noch Fluorination die 

pharmakodynamischen Eigenschaften des Metomidats bzw. Etomidats signifikant zu 

beinflussen.  

Aufgrund ihrer gesteigerten adrenalen Traceraufnahme, ihrer pharmakokinetischen 

Eigenschaft (insbesondere lange Halbwertszeit von IMTO und FETO) (148, 150, 237) 

und ihrer verminderten Strahlendosis im Vergleich zur NP59-Bildgebung (180) 

erscheinen ETO und dessen Analoga vielversprechend für die zukünftige Darstellung 

der NNR-Neoplasien. 
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5. Zusammenfassung 

 

Bisher wurde das Anästhetikum Etomidat in nicht-hypnotischer Konzentration als ein 

potentes adrenostatisch wirkendes Agens in der Therapie des Cushing-Syndroms 

erfolgreich eingesetzt. In letzter Zeit erwiesen sich die radioaktiv-markierten Analoga 

[11C]-Metomidat, [131I]-Iodmetomidat und [18F]-Fluoretomidat als vielversprechende  

neue Radiotracer in der adrenalen Bildgebung. Aufgrund der geringen Informationen 

über die Wirkungsmechanismen dieser Analoga und aufgrund der Hinweise ihres 

adrenostatischen Effekts jenseits der direkten Blockade der steroidogenen Enzymen in 

der Nebenniere evaluierten wir in dieser vorliegenden Arbeit die Wirkungen von 

Etomidat und dessen Derivaten – Metomidat, Iodmetomidat und Fluoretomidat - auf die 

adrenale Funktion in vitro. Hierbei wurden die steroidale Hormonsekretion, die 

Zellproliferation und die Expression der Schlüsselregulatoren der adrenalen 

Steroidogenese sowie der Proliferation in den adrenokortikalen NCI-h295 Tumorzellen 

untersucht. Als Ergebnis zeigten Etomidat, Metomidat, Iodmetomidat und 

Fluoretomidat eine signifikante dosisabhängige Blockade der adrenalen 

Hormonsekretion durch Inhibition der 11-beta-Hydroxylase, der Aldosteronsynthase 

und der P450scc-Aktivität. Die Hemmung der Steroidogenese war mit einer 

gesteigerten Proteinexpression von StAR, P450scc und P450c17, jedoch nicht einer 

erhöhten Konzentration der jeweiligen mRNA assoziiert. Im Vergleich zu den 

Kontrollen wiesen die vorbehandelten Zellen keine vermehrte Promotoraktivität des 

MC2R oder von P450scc auf. Ferner konnte die zunehmende Proteinexpression durch 

Cycloheximid aufgehoben werden. Diese Beobachtung indiziert, dass die gesteigerte 

Proteinexpression posttranskriptionalen Mechanismen unterliegt. Des Weiteren zeigten 

alle Komponenten eine dosisabhängige antiproliferative Wirkung, die parallel mit einer 

verminderten Expression des Proliferationsmarker PCNA und mit einer Abnahme des 

phosphorylierten ERK [pERK] einherging.  

Zusammenfassend weisen Etomidat und dessen Imidazol-Analoga pleiotrope Effekte 

auf die adrenale Funktion in vitro auf: die Inhibition der Steroidogenese hat eine 

gesteigerte Expression der steroidogenen Schlüsselenzyme und eine verminderte 

Proliferation zur Folge. Diese Veränderungen können als Anpassungsvorgänge zum 

Erhalt der Steroidogenese auf Kosten der adrenalen Proliferation interpretiert werden. 
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