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Grundlagen

1. Einleitung

1. 1. Grundlagen
1. 1. 1. Das Neuroblastom

1.1. 1. 1. Inzidenz, Atiologie und Klassifizierung

Das Neuroblastom ist ein solider Tumor, der sich atiologisch aus pluripotenten
Zellen der Neuralleiste ableitet. Aus ihnen entwickeln sich sonst Neuroblasten,
Zellen des sympathischen Nervensystems, und auch Schwannsche Zellen
(Voute et al., 1986). Mit den Zellen des sympathischen Nervensystems hat das
Neuroblastom die Fahigkeit gemeinsam, Noradrenalin bilden zu kénnen und
Noradrenalin-Transporter (NA-T) zu besitzen (Katzenstein et al.,1998). Man
nimmt an, dass der Tumor bereits pranatal oder in den ersten Lebensmonaten
entsteht, da er beinahe ausschlief3lich bei Kindern vorkommt und seine hochste
Inzidenz im ersten Lebensjahr hat, wo er sogar die haufigste Neoplasie uber-
haupt ist (Young et al., 1975). Das Neuroblastom ist histologisch durch seine
Ahnlichkeit zu den Neuroblasten definiert, kann dabei aber im Differenzierungs-

grad sehr unterschiedlich sein (Hughes et al., 1974).

Das Neuroblastom hat bei unter 15jahrigen Kindern eine Inzidenz von ungefahr
10 zu 1 000 000 und ist damit der zweithaufigste solide Tumor in dieser Alters-
klasse. Etwa 70% der Neuroblastome entstehen im Abdomen, die Halfte davon
im Nebennierenmark, und 20% im Thorax (Evans et al., 1976). Das Neurobla-
stom tritt jedoch Uberall auf, wo sich auch Zellen des sympathischen Nervensy-

stems finden, unter anderem auch im Rickenmark oder intrakraniell.
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Das Neuroblastom wird heute meist nach dem internationalen Neuroblastomsta-

diensystem (INSS) eingeteilt, wie in Tabelle 1.1. dargestellt.
TABELLE 1.1. Internationale Stadiencinteilung des Neuroblastoms (INSS)

Stadium Tumorausdehnung

1 Lokalisierter Tumor, makroskopisch komplette Resektion moglich,
reprasentative ipsi- oder kontralaterale Lymphknoten histologisch
tumorfrei

2 a Unilateraler Tumor mit makroskopisch inkompletter Resektion,
représentative ipsi- oder kontralaterale Lymphknoten histologisch
tumorfrei

b Unilateraler Tumor; regionale, ipsilaterale, nicht-adhédrente
Lymphknoten von Tumorzellen befallen; kontralaterale
Lymphknoten histologisch tumorfrei

3 nicht-resektabler unilateraler Tumor mit Infiltration {iber die
Mittellinie, mit oder ohne Lymphknotenbefall, oder
nichtresektabler Mittellinientumor mit bilateraler Ausdehnung
durch Infiltration oder Lymphknotenbefall

4 Disseminierung des Tumors zu entfernt gelegenen Lymphknoten,
zu Knochenmark, Leber, Haut und / oder anderen Organen

4 S Lokalisierter Primartumor (vgl. Stadium 1, 2a, 2b) mit
Disseminierung nur in Leber, Haut und / oder Knochenmark; nur
Sauglinge im 1. Lebensjahr

Hierbei ist analog zu anderen Tumorerkrankungen Stadium 1 ein Tumor ohne
Metastasen und Stadium 2 mit ersten Metastasen in einigen wenigen Lymph-
knoten. Stadium 3 ist bereits chirurgisch nicht mehr resizierbar und Stadium 4
bezeichnet einen Tumor, der bereits Fernmetastasen gebildet und sich daher
bereits maximal im Kérper verbreitet hat (siehe Tabelle 1.1.). Eine Besonderheit
des Neuroblastoms ist das Stadium 4 S. Hierbei tragt man dem Umstand Rech-
nung, dass die Prognose des Neuroblastoms sehr altersabhangig ist. Bei Kin-
dern, die unter einem Jahr alt sind, macht der Tumor oft wenig Beschwerden
und wird deshalb nicht selten erst in einem spaten Stadium diagnostiziert. Diese
Kinder haben dennoch eine Uberraschend gute Prognose. Mittlerweile weil}

man, dass das zum Teil darauf zuriickzufihren ist, dass sich der Tumor in einem
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Teil der Falle spontan und ohne Therapie zurlckbildet. Dieses Phanomen ist

beim Neuroblastom ungleich haufiger ist als bei anderen Tumoren.

1. 1. 1. 2. Diagnostik

Neben allgemeinen Symptomen einer Tumorerkrankung wie Fieber, Ubelkeit,
Erbrechen, Gewichtsverlust oder Anamie kann es beim Neuroblastom auch zu
spezifischen Wirkungen des Primartumors oder seiner Metastasen kommen,
z.B. Lahmungserscheinungen bei intramedullarer Lage oder einem Horner-Syn-
drom. Daneben kommen Knochenschmerzen bei Knochenmetastasen oder
Leberinsuffizienz bei Lebermetastasen in fortgeschrittenen Stadien vor. Zudem
kann sich das Neuroblastom in spateren Stadien durch die Wirkung des von ihm
synthetisierten Noradrenalins bemerkbar machen, es kann dann zu Durchfall

oder Blasse kommen.

Auch diagnostisch nutzt man die Noradrenalin-Synthese des Neuroblastoms
(Miller, 1985). So findet man bei ca. 90% der Patienten im Urin oder im Serum
erhohte Konzentrationen an den Katecholaminen Dopamin und Noradrenalin,
ihrer Vorstufe 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) oder ihrer Abbauprodukte
Normetanephrin, Homovanillinsaure (HVA) und Vanillinmandelsaure (VMA) (Git-
low et al., 1970). Das vielfach vorgeschlagene Massenscreening aller Neugebo-
rener mit Hilfe des sehr einfachen und wenig invasiven Nachweises dieser
Substanzen im Urin hat sich jedoch zuletzt nicht als sinnvoll erwiesen (Schilling
et al., 2002) (Siehe Kapitel Aktuelle Entwicklungen auf Seite 6).

Zum weiteren Nachweis des Tumors oder der Metastasen dienen Sonographie,
Computertomographie und Magnetresonanztomographie. Eine Biopsie mit
nachfolgender histologischer Untersuchung ist jedoch zur endgultigen Diagno-
sestellung unerlasslich. Sie wird erganzt durch Immunfluoreszenz-Analysen,

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und zytologischen Untersuchungen. GrofRe
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Bedeutung vor allem fir die Stadieneinteilung hat inzwischen die szintigraphi-
sche Untersuchung mit [123I] radioaktiv markiertem Meta-Jodo-Benzylguanidin

([123I]mIBG), das von den Neuroblastomzellen aktiv mit Hilfe ihrer NA-T aufge-
nommen wird und mit hoher Sensitivitdt Primartumoren und Metastasen nach-

weist.

1. 1. 1. 3. Prognose und prognostische Marker

Wie bei allen soliden Tumoren spielt auch beim Neuroblastom das Stadium die
wichtigste Rolle (Evans et al., 1987). Wahrend Patienten in den frUhen Stadien 1
und 2 eine 10-Jahres-Uberlebensrate von 90% (Sitzmann, 1995) haben, hat das
fortgeschrittenere Stadien 4 nur noch eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 22%
(Klaassen et al., 2003), die selbst mit hochdosierter Chemotherapie und autolo-
ger Stammzelltransplantation nur auf etwa 40% ansteigt. Leider befinden sich
bei Diagnose bereits tUber 50% der Patienten in einem fortgeschrittenen Sta-
dium, d. h. mindestens Stadium 2 b. Interessant ist, dass beim Neuroblastom
das Alter sehr entscheidend flir die Prognose ist. So haben Patienten unter
einem Jahr selbst im Stadium 4 bzw. 4 S noch eine hohe Uberlebensrate (Cla-
viez et al., 1996), im Falle von 4 S sogar ohne Therapie, da sich diese Form des
Neuroblastoms oft spontan zuruckbildet oder in das gutartige Ganglioneurom
ausreift. Aullerdem spielt noch die Histologie eine Rolle fir die Prognose
(Shimada et al., 1984).

Als weiterer entscheidender Faktor hat sich heute die N-Myc-Amplifikation eta-
bliert. Dabei handelt es sich um die Amplifikation eines Gens, die klinisch mit
aggressivem Wachstum und ungunstiger Histologie korreliert (Cohn et al., 1990;
Shimada et al., 1995). Selbst im nicht-metastasiertem Stadium verschlechtert
eine nachgewiesene N-MYC-Amplifikation die Heilungsrate einer chirurgischen
Intervention von 90-98% auf 32-36% (Rubi et al., 1997). Weitere prognostische
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Faktoren sind: Hohe Spiegel an Ferritin (Silber et al., 1991), Laktat-Dehydroge-
nase und neuronenspezifische Enolase, Polyploidie, Chromosom 1p-Deletion
und eventuell CD44-Antigen-Prasentation und Vaskularisierung, die jedoch

abhangig von der N-Myc-Amplifikation sind.

1. 1. 1. 4. Therapie

Patienten in frihen Stadien (1 und 2 nach INSS), aber auch im Stadium 4 S
ohne N-Myc-Amplifikation werden heute zu einer Gruppe mit geringem Risiko
zusammengefasst und inzwischen zu 90% nur chirurgisch behandelt (Evans et
al., 1996). Chemotherapie scheint in dieser Gruppe nicht zur Verbesserung der
Prognose beizutragen (Matthay et al.,, 1989). In einer Gruppe mit mittlerem
Risiko werden Patienten in fortgeschrittenen Stadien ohne N-MYC-Amplifikation
zusammengefasst und kombiniert chirurgisch und chemotherapeutisch behan-
delt. Zur Hoch-Risiko Gruppe gehdren alle Patienten im fortgeschrittenen Sta-
dium (3, 4 und evtl. 4 S), mit N-MYC-Amplifikation teilweise schon im Stadium 2
(bei alteren Kindern uber 1 Jahr). Patienten mit ungunstiger Histologie und N-
Myc-Amplifikation werden ebenfalls zur Hoch-Risiko Gruppe gezahlt. Die Patien-
ten der Hoch-Risiko Gruppe werden in laufenden Studien zusatzlich zu einer
Operation mit Hochdosis-Chemotherapie und autologer Stammzelltransplanta-
tion behandelt. Dabei wird nach subtotaler Resektion des Tumors das Knochen-
mark mit Hilfe von G-CSF (granulocyte colony stimulating faktor) zum Wachstum
angeregt, so dass unreife hamatopoetische Stammzellen in die Blutbahn ausge-
schwemmt werden. Mit Hilfe des Oberflachenantigens CD34 werden die Zellen
mittels magnet activated cell sorting (MACS) angereichert. Nach erfolgter hoch-
dosierter Chemotherapie wird das zerstérte Knochenmark durch die gesammel-

ten angereicherten Stammzellen ersetzt (Matthay et al., 1999).

Die Prognose der Hoch-Risiko Gruppe verbesserte sich Dank dieser neuen
Methode (Cohn et al., 1997; Di Caro et al., 1994; Mitchell et al., 1994), es blieb

5
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aber trotzdem bei der unbefriedigenden 5-Jahres-Uberlebensrate von 35-49%.
In der Gruppe mit mittlerem Risiko werden mittlerweile Uberlebensraten zwi-
schen 55 und 90% erreicht (Bowman et al., 1997; Look et al., 1991), wobei die
grolden Unterschiede in der Prognose auf die Inhomogenitat dieser Gruppe
schlieRen lassen. In der Gruppe mit geringem Risiko lag die Uberlebensrate
nach 5 Jahren bei 98% (Evans et al., 1996). Im Bemuhen die Prognose der an
Neuroblastom erkrankten Kinder zu verbessern, muss somit vor allem die The-
rapie in der Hoch-Risiko Gruppe verbessert werden und auch in einem Teil der
Gruppe mit mittlerem Risiko. Dies ist mit der klassischen Chemotherapie jedoch
kaum mehr mdoglich, da die Chemotherapeutika bei dieser Behandlung schon
maximal hoch dosiert werden und eine noch héhere Dosis schwerste Schaden
erwarten lieRe. Daher wurden andere Wege gewahlt um in Zukunft die Behand-

lung verbessern zu konnen.

1. 1. 1. 5. Aktuelle Entwicklungen

Eine naheliegende MalRnahme zur Verbesserung der Prognose, die sich schon
bei anderen Krebsarten als sehr erfolgreich erwiesen hat, ist die Friherkennung.
Hierzu bietet es sich an, die schon oben erwahnte Methode der Erfassung von
Katecholaminabbauprodukten wie Vanillinmandelsaure und Homovanillinsaure
im Urin zu verwenden, da sie einfach durchzuflihren und nicht invasiv ist. Dazu
wurde den Sauglingen einfach ein Filterpapier in die Windel gelegt, mit Urin
getrankt und von einem Zentrallabor ausgewertet. Diese Studie wurde in einigen
deutschen Bundeslandern (u. a. Baden-Wiurttemberg) durchgefuhrt und die Ent-
wicklung von Inzidenz und Prognose des Neuroblastoms mit den Gbrigen Bun-
deslandern verglichen. Das vorlaufige Ergebnis dieser Studie war, dass sich
zwar die Inzidenz der Erkrankung etwa verdoppelte und damit die Prognose der
Erkrankten verbesserte, dass sich aber die Sterblichkeit am Neuroblastom ins-

gesamt nicht verbesserte, sondern sogar geringfugig schlechter wurde. Dies
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wurde damit erklart, dass es verschiedene Varianten des Neuroblastoms gibt,
von denen eine sich spontan und ohne Therapie zuruckbildet, wahrend die
andere sich ausbreitet und letztlich tédlich ist. Durch das Screening wurde nun
eine grol3e Zahl von Patienten entdeckt und behandelt, die eigentlich zur ersten
Gruppe gehérten und keine Behandlung bendétigen hatten. Die Nebenwirkungen
der Behandlung fur die erste Gruppe scheint weiterhin den Vorteil, den die
zweite Gruppe dadurch hat, dass ihre Erkrankung friher diagnostiziert wird,
nicht aufzuwiegen. Die Studie kam also zu dem Ergebnis, dass solche Fruher-
kennungsmalnahmen beim Neuroblastom nicht sinnvoll sind (Schilling et al.,
2002).

Eine weitere neue Therapie ist die Behandlung mit [131I] radioaktiv markiertem
Meta-Jodo-Benzylguanidin. Wie weiter oben beschrieben wird diese Substanz
aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu Noradrenalin selektiv (iber den NA-T in die Zelle
aufgenommen (Wieland et al., 1980; Wafelman et al., 1994). Die Strahlung, die
diese Substanz aussendet wird dabei jedoch nicht diagnostisch genutzt, son-

dern zur Bestrahlung der Tumorzellen. Dabei haben die B-Strahlen des radioak-

tiven [131I]-Meta-Jodo-Benznguanidins eine Reichweite von 800um und
bestrahlen somit auch die umliegenden Zellen. Ab einer Tumordicke von unge-
fahr 2mm kann eine kurative Strahlendosis im Tumor erreicht werden, vorraus-
gesetzt dass die Jod-Aufnahme homogen ist (Wheldon et al., 1991;
O’Donoghue et al., 1995). Bei kleineren Tumoren und Tumormetastasen ist die
Wirkung jedoch leider nicht ausreichend, zumal die Jodaufnahme nicht homo-
gen in allen Tumorzellen gleich zu sein scheint (Moyers et al., 1989; Mastran-
gelo et al., 1991). Als Ausweg wurde vorgeschlagen diese Therapie nicht
palliativ und in spaten Stadien durchzufuhren (Troncone et al., 1987; Treuner et
al., 1987; Fischer et al., 1987) sondern kurativ und in Kombination mit herkbmm-
lichen Chemotherapeutika (Corbett et al., 1991; Gaze et al., 1995; De Kraker et
al., 1995; Mastrangelo et al., 1997).
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Die meisten dieser Therapien werden jedoch mit einer autologen Stammzell-
transplantation kombiniert. Dazu werden gesammelte und angereicherte auto-
loge Stammzellen, wie oben beschrieben, nach erfolgter Therapie dem
Patienten wieder zurickgegeben. Dabei ist generell nicht auszuschliel3en, dass
die gesammelten Stammzellen bereits mit Tumorzellen durchsetzt sind. Dies
umso mehr, da man befurchten muss, dass zumindest einige Neuroblastomzell-
linien den CD34-Marker, der beim Anreichern der Zellen verwendet wird, eben-
falls exprimieren (Hafer et al., 1999) oder den Marker MoAbs, der mit CD34
kreuzreagiert (Voigt et al., 1997). Obwohl es bisher keine Studie gibt, in der die
Reinigung der Stammzellen zu einer Verbesserung der Prognose gefuhrt hat,
gibt es doch Hinweise daflr, dass mit einer erfolgreichen Reinigung der Stamm-
zellen eine Verbesserung zu erzielen ware. So wurden in einer Studie genmar-
kierte Tumorzellen, die mit autologem Knochenmark infundiert wurden, bei
Rezidiven gefunden, was darauf hindeutet, dass versehentlich transfundierte
Tumorzellen flr diese Rezidive verantwortlich sein kénnen (Brenner et al.,
1993). In anderen Erkrankungen, hier dem Lymphom, wurde nachgewiesen,
dass Patienten, deren Stammzellen mit Tumorzellen kontaminiert waren, eine
schlechtere Prognose hatten als andere (Freedman et al., 1999). Ob dies aller-
dings auf die Kontamination der Stammzellen zuriickgeht oder auf die Tatsache,
dass diese Patienten im Durchschnitt ein friheres Stadium aufwiesen, bleibt

unklar.

Andere therapeutische Ansatze nutzen monoclonale Antikbrper gegen GD2-
Ganglioside, Interleukin-2 oder Retinoide (retinoic acid). Alle diese Ansatze
haben objektivierbare erste Erfolge bei Patienten im Spatstadium der Erkran-

kung erbracht.
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1. 1. 2. Katecholaminstoffwechsel und Transporter

1. 1. 2. 1. Katecholaminstoffwechsel

Katecholamine werden aus der aromatischen Aminosaure Tyrosin hergestellt.
Mit Hilfe des Cofaktors Tetrahydrobiopterin hydroxyliert die Tyrosin-Hydroxylase
Tyrosin zu DOPA. Diese Reaktion ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
in der Dopamin-Synthese und wird deshalb auf vielfaltige Weise reguliert, bei-
spielsweise durch Phosphorylierung. Durch Decarboxylierung entsteht mit Hilfe
der im Zytosol befindlichen DOPA-Decarboxylase aus DOPA Dopamin. Im letz-
ten Schritt kann aus Dopamin Noradrenalin hergestellt werden, was in den sym-
pathischen Nervenzellen Uber das Enzyms Dopamin-B—Hydroxylase geschieht.
In den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks, nicht jedoch in den Neuro-
blastomzellen, kann daraus mit Hilfe der Phenylethanolamin-N-Methyltrans-

ferase Adrenalin entstehen (siehe Abbildung 1.1.).

OH OH
OH OH
Tyrosmhyd roxylase DOPA- Decarboxylase Dopamin-p-Hydroxylase
—_—
H

H
Hoocq(CH HOOCA‘/CH CH H
2 H Co
NH \\/H OH
2

NHz NH2

Tyrosin Dopa Dopamin Noradrenalin

OH

ABBILDUNG 1.1. Synthese von Noradrenalin in Neuroblastomzellen und Zellen des sympathischen
Nervensystems

In gesunden sympathischen Nervenzellen werden Dopamin und Noradrenalin
zum groften Teil in Vesikeln gespeichert, da sie im Zytosol bei physiologischem
pH schnell zu Chinonen autooxidieren und dabei Superoxidanionen und Was-

serstoffperoxid (H,0,) freisetzen. Das Milieu in den Vesikeln bei einem pH von
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5,5 und einer hohen Konzentration von Ascorbat schitzt die Substanzen vor
abbauenden Enzymen und Autooxidation. Es konnte nachgewiesen werden,
dass nach Behandlung von Striatum-Zellen von Ratten mit Reserpin, einer Sub-
stanz, welche die Aufnahme von Noradrenalin in die Speichervesikel hemmt, der

intrazellulare Gehalt an H,0O, ansteigt (Spina & Cohen, 1988). Neuroblastomzel-

len besitzen dagegen nur wenige Speichervesikel, was ihre Empfindlichkeit

gegenuber Dopamin erklart.

1. 1. 2. 2. Der Noradrenalin-Transporter

Die Transporter fur Monoamine kommen nicht nur in Nervenzellen vor, sondern
auch in anderen Geweben (Sieber-Blum et al., 2000). Sie scheinen dort eine
Rolle in der Embryogenese und in der Differenzierung von Zellen zu spielen.
Uber ihre genaue Bedeutung ist jedoch noch sehr wenig bekannt. Viel wichtiger
und auch schon seit langerer Zeit bekannt ist ihre Funktion in den Nervenzellen,

sowohl des Zentralnervensystems, als auch des peripheren Nervensystems.

Hat die Depolarisation und damit das Ubertragene Signal einer Nervenzelle den
synaptischen Spalt erreicht, so stol3t sie dort ihren Neurotransmitter aus um die
nachgeschaltete Nervenzellen zu erregen. Als ein solcher Neurotransmitter die-
nen auch die Katecholamine Dopamin und Noradrenalin. Da die Ubertragenen
Signale nur wenige Millisekunden andauern, muss der Neurotransmitter sofort
wieder aus dem Spalt entfernt werden. Dazu dienen neben Enzymen, die Mono-
amine abbauen, auch die Noradrenalin-Transporter, die Dopamin-Transporter
und die Serotonin-Transporter. Daneben gibt es Transporter, die in der Lage
sind, das in den Nervenzellen befindliche Katecholamin in intrazellulare Vesikel
zu Ubertragen. Dies geschieht nicht nur zum Schutz der Katecholamine vor
abbauenden Enzymen, sondern auch zum Schutz der Zelle, da die Katechola-

mine autooxidieren kdnnen und dabei reaktive Sauerstoffmetabolite abgeben.
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3 verschiedene Transporter fir Monoamine sind mittlerweile bekannt: der Dopa-
min-Transporter (Shimada et al., 1991; Usdin et al., 1991), der Noradrenalin-
Transporter (Pacholczyk et al., 1991) und der Serotonin-Transporter (Blakely et
al., 1991). Sie alle weisen funktionell und genetisch eine hohe Ahnlichkeit auf,
sind aber auch eng mit anderen Transportern des Gehirns verwandt, wie z. B.

dem GABA-Transporter (Hoffmann et al., 1991). Gemeinsam ist diesen Trans-
portern ihre Abhangigkeit gegeniiber dem Na*/CI-Gradienten und die Aktivie-

rung Uber die intrazelluldre K*-Konzentration. Alle Monoamin-Transporter
erkennen die Kationische Form des entsprechenden Monoamins, sie unter-
scheiden sich jedoch deutlich hinsichtlich ihrer Substratspezifitat und teilweise

hinsichtlich einiger Antagonisten (Ramamoorthy et al., 1993, Lester et al., 1994).

Der NA-T wurde 1991 erstmals geklont (Pacholczyket al., 1991). Er besitzt 12-
13 hydrophobe Bereiche, die als Transmembran Domanen angesehen werden.

Das Carboxy- wie auch das Amino-Terminale Ende ragen ins Zytoplasma. Er

transportiert Noradrenalin aktiv tiber einen Na*/Cl-abhéngigen Cotransport in
die Zelle (Trendelenburg, 1991). Der Na-Gradient wird dabei von der Na/K-
ATPase aufrechterhalten. Der NA-T ist der unspezifischste unter den Mono-
amin-Transportern. Er transportiert neben Noradrenalin u.a. auch Dopamin. Die
Affinitat fur Dopamin ist sogar héher als die fur Noradrenalin. Auerdem werden

durch ihn viele Katecholamin-ahnliche Substanzen in die Zelle aufgenommen,

von denen radioaktives [123I]mIBG therapeutische und diagnostische Bedeutung
hat. Charakteristisch ist ferner, dass dieser Transporter in seiner Aktivitat sehr
effektiv durch Mazinidol und Desipramin gehemmt werden kann (Pacholczyk et
al.,, 1991). In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass in
den Neuroblastomzellen der NA-T exprimiert wird, nicht aber der Dopamin-

Transporter oder der Serotonin-Transporter (Lode et al., 1995).
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Der NA-T kommt in vielen Geweben, z. B. dem Herzmuskel, den grofl3en Arte-
rien oder der Nebennierenrinde in den dortigen Zellen des sympathischen Ner-

vensystems vor.

1. 1. 2. 3. Der Dopamin-Transporter

Der Dopamin-Transporter besitzt groRe Ahnlichkeit mit dem NA-T, sowohl gene-
tisch als auch funktionell. 66% der flir den Dopamin-Transporter kodierenden
Basenpaare stimmen mit denen des NA-T Uberein. Beide besitzen 12 Trans-
memban-Domanen, und eine Reihe von Serin-Aminosauren in der siebten
Transmemban Domane scheint in beiden Fallen fur den Monoamintransport ver-
antwortlich zu sein (Strader et al.,, 1989; Kitayama et al., 1992, Giros et al.,
1993). Auch beim Dopamin-Transporter ist die Funktionsfahigkeit an die Na/K-
ATPase geknupft (Landschulz et al., 1988) und vom Natrium-Chlorid-Gradienten
abhangig. Im Gegensatz zum NA-T scheint der Dopamin-Transporter spezifisch

fur Dopamin zu sein und Analoga wie mIBG nicht aufzunehmen.

1. 1. 3. Vitamin C

1. 1. 3. 1. Historischer Hintergrund

Skorbut als eine Folge des Mangels an Vitamin C in der Nahrung spielte in der
Schifffahrt spatestens seit Ende des Mittelalters, als die Seefahrer begannen,
immer weitere Reisen zu unternehmen, eine wichtige Rolle. Obwohl der schotti-
sche Arzt James Lind bereits 1753 in seiner Arbeit ,A Treatise of the Scurvy® die
Krankheit systematisch untersuchte und feststellte, dass sie mit Zitronensaft
geheilt werden konnte, dauerte es noch gut anderthalb Jahrhunderte bis der
Skorbut seine Bedeutung verlor. Dies hing mit zwei Eigenschaften des Vitamin C

Zusammen:
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Zum einen ist Vitamin C sehr instabil, wenn es Uber langere Zeit aufbewahrt und
nicht richtig gelagert wird. So sank die Skorbutrate auf den Schiffen zwar schlag-
artig nach Einfuhrung antiskorbutischer Rationen, doch durch geringfligige Ver-
anderungen des Herstellungs- und Lagerungsprozesses, wie der Verwendung
von Kupfergefalen, verloren diese Rationen in den Jahren nach 1875 zuneh-
mend ihre Wirksamkeit, so dass die Ursache des Skorbut 1905 wieder voéllig

unklar schien.

Zum anderen gelang es niemandem, ein Tiermodell fur Skorbut zu etablieren, da
alle Saugetiere aulRer Meerschweinchen, Affen und Menschen das Enzym L-
Gulonolactonoxidase besitzen und somit Ascorbat selbst herstellen konnen. Erst
Axel Holst gelang es 1907 ein Tiermodell des Skorbut an Meerschweinchen zu

etablieren.

In den Folgejahren wurde immer mehr Uber Ascorbinsdure bekannt, so ent-
deckte Szent-Gydrgyi 1928 eine Substanz, die sich als starkes Reduktionsmittel
verhielt und sich 1932 als Vitamin C erwies. Seitdem ist das Wissen um Vitamin
C und seine Anwendungsgebiete formlich explodiert. Bereits 1934 entschuldigte
sich L. J. Harris in einem Artikel Uber Vitamin C, dass er nur in der Lage war,
sich auf etwa ein Viertel aller erschienen Artikel zu beziehen (was immer noch
77 waren). Bis Ende der 70er Jahre bereits erschienen etwa 1000 Artikel zum

Vitamin C jedes Jahr.

(Kenneth J. Carpenter: ,The History of Scuvey and Vitamin C*, 1986)

1. 1. 3. 2. Chemie der Ascorbinsaure

Ascorbinsaure ist das En-Diol-Lacton der L-Gulonsaure. Ihr Sdurecharakter ist
nicht auf die Carboxylgruppe am C-Atom 1 zurtickzufihren, die in Lactonform
vorliegt, sondern resultiert aus der Dissoziation des enolischen Wasserstoffes

am C-Atom 3 (E. Buddecke, 1994). Dies bedeutet, dass die Hydroxylgruppe am
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C-Atom 3 leicht ein H*-lon abgeben kann, was zum sauren Charakter der Ascor-

binsaure fuhrt. Die Umwandlung von Ascorbat zu Dehydroascorbat unter

Abgabe von zwei Elektronen und zwei H*-lonen ist die physiologische Aufgabe
des Ascorbats und der Grund fur seine starke antioxidative Wirkung (siehe
Abbildung 1.2.). Ascorbinsaure ist das wichtigste wasserlésliche Antioxidans,

sowohl im Pflanzen- als auch im Tierreich.

H o H H
10 H
H HO\ |,
O -0 —— O o0 + i
O 2H + 2o
_ HO
HO OH 0] o)
Ascorbat Dehydroascorbat

ABBILDUNG 1.2. Umwandlung von Ascorbat in Dehydroascorbat unter Abgabe zweier
Wasserstoffatome

Bei der Dopamin-p-Hydroxylase, der 4-Hydroxyphenyl-Pyruvat-Hydroxylase und
der fur die a-Amidierung von Peptidylglykanen verantwortlichen Hydroxylase
spielt Ascorbat als Elektronendonator eine Rolle, ebenso bei der Kollagen-

sowie der Karnitinbiosynthese.

1. 1. 3. 3. Die Rolle des Ascorbat bei oxidativem Stress

In jedem Organismus, der Kontakt mit Sauerstoff hat, entstehen im Zuge des

normalen Zellmetabolismus aus Luftsauerstoff reaktive Sauerstoffverbindungen
wie Singulettsauerstoff ('0,), Superoxidradikale (0,®7) Wasserstoffperoxid

(H,O,) oder Hydroxylradikale (*OH). Diese sind in der Lage den zellularen

Strukturen wie Zellmembran, DNA und Proteinen erheblichen Schaden zuzufi-

gen. Unter bestimmten Umstanden wie z. B. bei Rauchern, beim Genuss von
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Alkohol, bei Sepsis oder bei Dialysepatienten kann diese Belastung erheblich
zunehmen. Dies hat zu dem Ausdruck oxidativer Stress gefuhrt. Alle Organis-
men mussen daher Uber Systeme verfligen, die in der Lage sind, diese reaktiven
Sauerstoffverbindungen abzufangen. Hierbei spielt Ascorbat eine sehr wichtige
Rolle. Es gilt als das wichtigste Antioxidans nicht nur beim Menschen, sondern
auch bei Pflanzen. Als solches ist es in der Lage, die Entstehung von Sauerstoff-
radikalen zu verhindern (Gosh et al., 1996) und au3erdem wichtige andere Anti-
oxidantien wie Folsaure oder Vitamin E (Tocopherol), die ebenfalls als

Radikalfanger gelten, zu schitzen.

1. 1. 4. 6-Hydroxydopamin

1. 1. 4. 1. Chemie

6-Hydroxydopamin (6-OHDA) ist ein Analogon des Dopamins, das an Position 6
seines Sechs-Rings statt des Wasserstoffs eine Hydroxylgruppe hat (siehe
Abbildung 1.3.). Aufgrund seiner Analogie zum Dopamin nimmt man an, dass 6-
Hydroxydopamin selektiv mit Hilfe des NA-T in die Zellen aufgenommen wird.
Dies ist aulder bei Neuroblastomzellen bei Nervenzellen des sympathischen Ner-

vensystems der Fall.

Wahrend 6-Hydroxydopamin in wassriger Losung zusammen mit Ascorbat bei
einem pH-Wert von 2-3 sehr stabil ist, ist es bei einem physiologischen pH-Wert

von ca. 7,3 sehr instabil. Wie in Abbildung 1.3. dargestellt, zerfallt es rasch in

sein entsprechendes para-Chinon und gibt dabei ein Superoxidradikal (02") ab,
das zu H,0O, weiterreagiert. Chinone sind vom Benzol abgeleitete Verbindun-
gen, die zwei Carbonylgruppen aufweisen. Liegen sich die Carbonylgruppen wie
hier gegenuber spricht man von einem para-Chinon. Hierbei sind die entstehen-

den Substanzen, das Superoxidradikal, das daraus entstehende H,O, sowie
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das Chinon giftig und flhren in entsprechender Konzentration zum Absterben

der Zelle.

OH
HO
OH
CH
Cr||j 2
NH
2
+ 0,
-0, — H,0,
OH
0]
0]
CHZCHZ
I
NH

ABBILDUNG 1.3. Reaktion von 6-Hydroxydopamin in sein Chinon unter Abgabe reaktiver
Sauerstoftfverbindungen

Sowohl das entstehende Superoxidradikal als auch H,O- sind als reaktive Sau-

erstoffverbindungen in hohem Malde schadlich fur jede Zelle, indem sie die Zelle

direkt abtoten oder ihre Apoptose einleiten.

Es ist in der Literatur beschrieben, dass bei dieser Reaktion die Zugabe von
Ascorbat bewirkt, dass mehr toxische Metabolite gebildet werden (Heikkila &
Cohen, 1975, Bruchelt et al., 1991). Dies wurde so interpretiert, dass Ascorbat in

der Lage ist, das 6-OHDA-para-Chinon wieder zu 6-OHDA zu reduzieren und es
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somit erneut zur Bildung von Superoxidradikalen zur Verfigung zu stellen. Das
Ascorbat selbst wird dabei zum Dehydroascorbat oxidiert. Dieser Effekt wurde

als Redox-Cycling bezeichnet.

1. 1. 4. 2. Wirkung von 6-Hydroxydopamin auf Zellen in vivo und in
vitro

Die Bedeutung der Apoptose
Apoptose wird in der Literatur hdufig synonym zu dem Begriff ,,programmierter Zelltod*
(programmed cell-death, PCD) verwendet (Minn et al., 1998) und bezeichnet den Vorgang, bei dem
die Zelle mit Hilfe zahlreicher unterschiedlicher Signaltransduktionswege ihren eigenen Zelltod
einleiten kann. Dieser Vorgang spielt eine wichtige Rolle bei der Embryogenese (z. B. bei der
Entwicklung der Finger, wobei das Gewebe zwischen den Fingern Apoptose begeht), in der
Immunologie (zur Entwicklung von Toleranz und zur Begrenzung immunologischer Prozesse) oder
zur Erhaltung der Homoostase von Geweben (z. B. Leber, Niere und Haut). Auch in der Onkologie
gewinnt die Apoptose zunehmend an Bedeutung, da der Verlust der Apoptosefahigkeit in der Atiologie
mancher Tumoren (Mamma-, Prostata-, Ovarialkarzinom) eine grof3e Rolle spielt (Tomson et al.,
1995). Die Zellen werden dabei in ihrem Wachstum nicht mehr ausreichend gehemmt und das
Gleichgewicht zwischen Proliferation und Absterben der Zellen ist gestort und fiihrt zu
uberschielendem Wachstum. Man weil} inzwischen auflerdem, dass die Wirksamkeit vieler Pharmaka
zur Krebsbekdmpfung zu einem grofien Teil vielmehr auf die Einleitung von Apoptose als auf
herkommlichen Zelltod, den man auch als Nekrose oder pathologischen Zelltod bezeichnet,

zuriickzufiihren ist (Hickman, -J, -A, 1992).

Fir die Auswirkung des 6-OHDA ist die Beziehung zwischen reaktiven Sauer-
stoffmetaboliten und Apoptose entscheidend. Einerseits konnen Sauerstoffme-
tabolite und oxidativer Stress Apoptose auslésen (Buttke & Sandstrom, 1994),
andererseits wirken sie in gesunden Zellen auch als Signalmolekule (Kane et al.,
1993; Greenlund et al., 1995) und bewirken eine Erhéhung der intrazellularen
Glutathion-Konzentration (Kane et al., 1993; Ferrari et al., 1995) sowie eine
erhdhte Expression der Enzyme Glutathion-Peroxidase (GSH-Px) (Hockenberry
et al., 1993), Superoxid-Dismutase (Kane et al., 1993; Greenlund et al., 1995)
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und Catalase (Sandstom & Buttke, 1993). Diese Enzyme senken nicht nur die

Konzentration der Sauerstoffradikale, sondern hemmen auch die Apoptose.

Anwendungsbereiche des 6-Hydroxydopamins

6-OHDA wurde zuerst eingesetzt zur chemischen Symphathektomie bei Ver-
suchstieren. Bei Nagetieren kurz nach der Geburt fuhrt es zu einer dauerhaften
(Angeletti et al., 1970[1]), bei alteren Nagetieren zu einer kurz anhaltenden
Denervierung der sympathischen Ganglien (Angeletti et al., 1970[2]). Der Unter-
schied liegt hierbei darin, dass 6-Hydroxydopamin bei erwachsenen Tieren
lediglich die Nervenenden der sympathischen Neuroblasten schadigt (Thoenen
et al., 1968; Tranzer et al., 1968), wahrend es bei neugeborenen Tieren die
gesamte Zelle zerstort (Levi-Montalcini et al., 1970). Diese Wirkung kann durch
Gabe von Desipramin, einem Antagonisten des Noradrenalin-Transporters, auf-
gehoben werden, was vermuten lasst, dass die selektive Aufnahme des 6-
Hydroxydopamins und nicht unspezifischen toxischen Effekte fur diese Wirkung
verantwortlich sind. Nichtsdestotrotz hat die Anwendung von 6-Hydroxydopamin

in der Behandlung des Neuroblastoms die Erwartungen nicht erfuilit.

1. 1. 4. 3. Probleme bei der Anwendung des 6-Hydroxydopamins zur
Reinigung von angereicherten Stammzellen

Nur kurz nach der Erkenntnis, dass 6-Hydoxydopamin im Tierversuch sympathi-
sche Neuroblasten abtotet, begannen die ersten Versuche, diese Substanz auch
bei der Behandlung des Neuroblastoms einzusetzen und zwar ex vivo, zur Zer-
storung von -das Knochenmark kontaminierenden- Neuroblastomzellen.
Zunachst erwies sich die Verbindung in der Behandlung des Neuroblastoms bei
Mausen als erfolgreich, da das Wachstum des Tumors damit signifikant (Ange-
letti et al., 1970[3]) und dosisabhangig gesenkt werden konnte und sich histolo-
gisch bei den behandelten Mausen im Vergleich mit der Kontrollgruppe

ausgedehntere nekrotische Areale im Tumorgewebe fanden (Angeletti et al.,
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1970). Beim Versuch 6-Hydroxydopamin zur Reinigung angereicherter Stamm-
zellen zu verwenden erwies sich, dass Neuroblastomzellkulturen, die den
Noradrenalin-Transporter exprimierten, zwar durchaus in ihrem Wachstum
gehemmt wurden, diese Wirkung aber nicht nur Neuroblastomzellen betraf, son-
dern auch Zelllinien, von denen man nicht erwartete, dass sie einen Transporter
fur Dopamin oder Noradrenalin besal3en, wie Melanomzellen, Osteosarkomzel-
len und Fibroblasten (Bruchelt et al., 1985). Ebenso war eine Zelllinie von Neu-
roblastomzellen (SK-N-LO) betroffen, von der bekannt ist, dass sie keinen
Noradrenalin-Transporter besitzt. Es stellte sich also die Frage, ob 6-OHDA
uberhaupt lange genug stabil bleibt, um selektiv vom Noradrenalin-Transporter
in die Zielzelle aufgenommen zu werden oder ob die Autooxidation so schnell
ablauft, dass die Uberwiegende Mehrheit der reaktiven Sauerstoffverbindungen
bereits im interzellularen Medium frei wird. In diesem Fall ware die Wirkung
lediglich eine unspezifische Reaktion auf den ausgel6sten oxidativen Stress, wie

er bei herkdmmlichen Chemotherapeutika zur Anwendung kommt.

Trotz dieser unklaren Ergebnisse wurde Ende der 80er Jahre mit einer Studie
begonnen, bei der ausschlie3lich Patienten mit Rezidiv oder Patienten mit sehr

schlechter Prognose ausgewahlt wurden. Sie wurden mit einer hochdosierten

Melphalan-Therapie behandelt, die mit 240mg/m2 uber der maximal tolerierten
Dosis von 210mg/m2 (Lazarus et al., 1983) lag, so dass die Patienten anschlie-
Rend autologes Knochenmark zurtcktransplantiert bekommen mussten. Dieses
Knochenmark wurde vorher mit 20ug/ml 6-OHDA behandelt, dem noch 200ug/
ml Ascorbat hinzugegeben wurde. Es wurde eine Stunde inkubiert und das Kno-
chenmark dann ,gewaschen® um die Wirkstoffe danach wieder zu entfernen.
Das ,Waschen® der Zellen erfolgte dabei auf die gleiche Weise, wie in dieser
Arbeit: Die Zellen wurden abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das
Medium wieder aufgeflllt. Die Ergebnisse der Studie waren jedoch ernichternd.

So starben von 28 Patienten 27 innerhalb der nachsten 6,5 Jahre und nur bei

19




Einleitung

einem wurde eine dauerhafte Remission erzielt. Bei sechs der 16 Patienten, die
eine komplette Remission erreichten, fanden sich bei der Autopsie die Rezidive
nicht am Ursprungsort des Tumors, sondern im Blut, Knochenmark, Lunge oder
Leber. Dies lies darauf schliel3en, dass die Reinigung des Knochenmarks nicht
effektiv genug war und somit dazu beigetragen hat, dass das Ergebnis im Ver-
gleich zu ahnlichen Studien schlechter war (Kushner et al., 1991). Dies war der
Anlass, die toxische Wirkung des 6-OHDA auf Neuroblastomzellen naher zu
untersuchen. Dabei stellte man fest, dass 6-OHDA, obwohl es auf reine Neuro-
blastomzellkulturen stark wachstumshemmend wirkte, in einem Gemisch von
Stammzellen und Knochenmark nicht selektiv die Tumorzellen abtotete. Dies ist
vielleicht auf die im AuRenmedium gebildeten reaktiven Sauerstoffverbindungen,

insbesondere H,0,, zurtickzufuhren, die die Zellen unspezifisch abtoten.

1. 1. 5. 6-Fluordopamin

1. 1. 5. 1. Chemie und Umwandlung in 6-Hydoxydopamin

6-Fluordopamin (6-FDA) wurde erstmals von Kirk et al. 1979 beschrieben. Es
besitzt die gleiche Struktur wie 6-Hydroxydopamin, lediglich die Hydroxy-Gruppe
am sechsten C-Atom ist durch ein Fluor ersetzt. In wassrige Losung gebracht
oxidiert 6-Fluordopamin in sein entsprechendes Semichinon und in einem weite-

ren Oxidationsschritt in sein Ortho-Chinon. Dort kann nun das Fluor als F~ durch

ein OH™ substituiert werden. Wird das Chinon nun wieder reduziert entsteht 6-
Hydroxydopamin (siehe Abbildung 1.4.) (Seitz et al., 2000).
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ABBILDUNG 1.4. Umwandlung von 6-Fluordopamin in 6-Hydroxydopamin (Seitz et al., 2000)

1. 1. 5. 2. Reaktionsgeschwindigkeit in Abhangigkeit vom pH-Wert

Diese Reaktion lauft unter alkalischen Bedingungen rasch ab, wahrend 6-
Fluordopamin in saurem Milieu sehr stabil ist. Mit Hilfe von EPR-Spektren
konnte jedoch nachgewiesen werden, dass 6-FDA, wenn es in eine Losung mit
einem pH-Wert im physiologischen Bereich gegeben wird, erst nach ungefahr
45 Minuten ein sekundares Radikal abgibt und nach 150 Minuten das gleich
EPR-Spektrum wie 6-Hydroxydopamin hat (Seitz et al., 2000). Ebenso konnte

gezeigt werden, dass der Verbrauch an O,, der bei der Reaktion messbar ist,

beim 6-OHDA innerhalb der ersten Minuten fast quantitativ ablauft, wahrend er

beim 6-FDA nach 30 Minuten immer noch ansteigt, als Zeichen dafur, dass noch
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nicht alle 6-FDA-Moleklle die Reaktion durchlaufen haben. Auch der Anstieg

der H,0,-Konzentration in den ersten 60 Minuten nach Beginn der Reaktion ist

beim 6-FDA flacher als beim 6-OHDA, was belegt, dass die Reaktion langsamer
ablauft (Seitz et al., 2000).

1. 1. 5. 3. Aufnahme von 6-Fluordopamin in die Zellen

Vorraussetzung fir die selektive Wirkung ist jedoch neben der langeren Stabili-
tat auch die Aufnahme in die Zelle durch den Noradrenalin-Transporter. Diese

wurde in der gleichen Arbeit gemessen, indem die Aufnahme von radioaktivem

[123I]-mIBG von Neuroblastomzellen nach einstindiger Inkubation gemessen
wurde. Wenn Substanzen wie Dopamin, 6-FDA und 6-OHDA mit mIBG um den
gleichen Transporter konkurrieren, sollten sie in der Lage sein, die mIBG-Auf-
nahme kompetitiv zu hemmen. Dies war fur Dopamin und 6-FDA auch der Fall,
die die mIBG-Aufnahme deutlich reduzierten. 6-OHDA verringerte die mIBG-
Aufnahme in die Zellen jedoch deutlich geringer, was wiederum darauf hindeu-
tet, dass 6-OHDA zu schnell autooxidiert, um am NA-T die mIBG-Aufnahme

kompetitiv hemmen zu kénnen (Seitz, 2000).

1. 2. Zielsetzung und Planung der Arbeit

Der Katecholaminstoffwechsel ist nicht nur ein wichtiges Kriterium bei der Klas-
sifikation und Diagnose des Neuroblastoms, er bietet theoretisch auch die Mog-
lichkeit -im Gegensatz zur herkdbmmlichen Chemotherapie- Neuroblastomzellen
mit geeigneten zytotoxischen Analoga selektiv abzutoten. Dies gilt ganz beson-
ders im Hinblick auf die selektive Aufnahme dieser Substanzen uber den Norad-
renalin-Transporter (NA-T), den die meisten Neuroblastomzelllinien ausbilden,

der in den meisten anderen Geweben jedoch nicht exprimiert wird. Es existieren
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zum Teil bereits etablierte Methoden, die sich diese Eigenschaften zu nutze

machen, wie die Therapie mit ['3']-mIBG. 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) war
allerdings nicht in der Lage, angereicherte Stammzellen ex vivo von Tumorzel-
len zu reinigen, d. h. die Tumorzellen abzutéten, die Stammzellen jedoch zu ver-

schonen.

Mit dem 6-Fluordopamin (6-FDA) existiert nun jedoch eine Substanz, die lange
genug stabil bleibt, um selektiv vom NA-T aufgenommen zu werden. Als weiterer
Vorteil kdnnte sich erweisen, dass sich die Stabilitat des geldsten 6-Fluordopa-
mins durch die Zugabe von Ascorbat erhohen lasst. Auf diese Weise lasst sich
theoretisch die Dauer der Inkubationszeit optimieren, ohne dass die unspezifi-
sche Toxizitat aufgrund des vorzeitigen Zerfalls in 6-OHDA und die Abgabe von

reaktiven Sauerstoffverbindungen uberwiegt.

Ziele dieser Arbeit waren also:

1. Zu bestatigen, dass 6-FDA im Gegensatz zu 6-OHDA selektiv toxisch ist, d.h.,
dass es Neuroblastomzelllinien, die den Noradrenalin-Transporter
exprimieren, starker in ihrem Wachstum hemmt oder abtotet als Zelllinien, die

den Noradrenalin-Transporter nicht exprimieren.

2. Die Einwirkdauer des 6-FDA so zu optimieren, dass die Selektivitat am

grofdten ist.

3. Die Hypothese zu belegen, dass Ascorbat den Umwandlungsprozess des 6-
FDA in 6-OHDA verlangsamt und dadurch die Zellen, die keinen NA-T
exprimieren, vor im Auflenmedium gebildeten reaktiven
Sauerstoffverbindungen (durch Verzégerung der Umwandlung 6-FDA in 6-

OHDA) besser schiutzen kann.

4. Die Ascorbatkonzentration so zu wahlen, dass die toxische Wirkung fur die
Zellen mit NA-T hoch bleibt, die Zelllinien ohne NA-T jedoch optimal geschutzt

sind.
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5. Zu Uberprifen, ob sich dieses Ergebnis prinzipiell auch auf die Stammzellen
anwenden lasst, d. h. zu Uberprifen ob bei den ermittelten optimalen
Bedingungen die Stammzellen in ihrem Wachstum nicht zu stark

beeintrachtigt werden.
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Material und
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2. 1. Materialien

2. 1. 1. Chemikalien, Gerate und Medien

2.1.1. 1. Chemikalien

Substanz

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-tetrazolium-Bromid (MTT)

6-Fluordopamin

Firma

Sigma

Eigensynthese, erhalten von Prof.
Stegmann, Institut fiir organische
Chemie der Universitéit Tiibingen

6-Hydroxydopamin Sigma
Ascorbat Sigma
Ampuwa Fresenius Kabi
Fetales Kalbserum (FCS) Seromed
Isopropanol Merck
L-Glutamin Seromed
Penicillin Seromed
Phophate Buffered Salt Solution (PBS)  GibcoBRL
Roswell Park Memorial Institute Seromed
(RPMI) 1640-Medium

Salzsédure (1M) Merck
Streptomycin Seromed
Triton-X Sigma
Trypanblau Sigma
Trypsin-Versen Seromed
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2. 1. 1. 2. Plastikartikel und Gerate

Plastikartikel

Artikel Firma
Zellkulturflaschen Coster
162 cm?

75 cm?

96 Loch-Platten mit flachem Boden Corning
Zenrifugationsrohrchen Greiner
Sicherheitsverschlu3 Eppendorf- Eppendorf
Hiitchen (1,5ml)

Einfriergefilie Falcon
Plastikpipetten Coster

Steripette  2,5ml
Steripette  5Sml
Steripette 10ml
Steripette 25ml

Pipettenspitzen Eppendorf
10-100pl
100-1000pl1
Combitips, sterile Eppendorf
0,5ml(10ul Portion)
5ml(100ul Portion)
Cuvette (10*4*45) Sarstedt
Minisart NML Filter Sartorius
0,2um Porengrofie
0,5um PorengrofBe
Spritzen B. Braun
Sml
20ml
Spritzennadeln Microlance
Gerite
Geriite Firma
Elsa Microplate Reader (MR700) Dynatech

Microwaage Sartorius
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Zentrifuge

Sterilwerkbank

Ultrospec Plus Photometer
Inkubator fiir Zellkulturen
Optima TMTLUItracentrifuge
Phasenkontrast-Mikroskop
Wasserbad

Schiittler

Sonifier Cell Disruptor

Advia 120

. 1. 1. 3. Anderes

Material
Neubauer-Zahlkammer
Latex-Handschuhe
Pasteur-Pipetten
Comforpette, 50ml
Dispenser-Multipette

Varipette, 100-1000ml, 10-100ml

. 1. 2. Kulturmedien

Substanz

RPMI 1640

Fotales Kélberserum (FCS)
L-Glutamin

Penicillin

Streptomycin

Substanz
Methokult

Hettich
Waldner

Biochrom ULK

Hereaus
Beckmann
Olympus
Kottermann
Heidolph
Branson

Bayer

Firma

Blau Brand
Safe-Skin
Hirschmann
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

. 1. 2. 1. Kulturmedien fiir die Neuroblastomzellen

Konzentration

10%

2 mM

100 1U/ml
100 1U/ml

. 1. 2. 2. Kulturmedium fur adulte Knochenmarkstammazellen

Hersteller

Cellsystems
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2. 1. 2. 3. Einfriermedium

Substanz Konzentration
Fotales Kélberserum 90%
Dimethylsulfoxid (DMSO) 10%

2. 1. 3. Zelllinien

2.1. 3. 1. Neuroblastomzelllinien

SK-N-SH
Diese Zelllinie synthetisiert Katecholamine bis zum Noradrenalin. Sie exprimiert
den Noradrenalin-Transporter (NA-T), hat aber sonst keinen Transporter flr
Monoamine (weder den Dopamin- noch den Serotonin-Transporter). Die Zellen

wachsen adharent. Etabliert wurde diese Zelllinie von Biedler et al, 1972. Sie ist

uber die American Type Culture Collection erhaltlich.

Arbeiten an dieser Zelllinie haben gezeigt, dass die Synthese von Noradrenalin durch die Gabe von
Vitamin C gesteigert wird, da die Expression der Tyrosinhydroxylase steigt, was zu einer gesteigerten
Synthese von Dopa fiihrt (Goodman et al., 1982; Lewis & Chikarashi, 1987). Diese Zelllinie dient
daher auch als Modell in der Erforschung des Morbus Parkinson und die Gabe von Vitamin C wurde
bereits als ergdnzende Therapie dieser Krankheit vorgeschlagen (Fahn, 1992). Eine erhohte
Katecholaminproduktion fiihrt bei den SK-N-SH-Zellen aufgrund eines Mangels an Katecholamin-
Speichervesikeln (Smets et al., 1989) sehr wahrscheinlich durch den Abbau von Katecholaminen zu

einer gesteigerten H,O,-Produktion. Dies kann die Ursache dafiir sein, dass gerade die SK-N-SH-

Zelllinie besonders empfindlich auf die Gabe von hohen Konzentrationen an Ascorbat reagiert.

SK-N-LO
Diese humane Zelllinie ist neuroektodermalen Ursprungs. Sie ist nicht in der

Lage Katecholamine zu synthetisieren, der Syntheseweg verlauft nur bis zum L-
Dopa (Biedler et al., 1978).
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In diesen Zellen konnte das Enzym Catalase, das eine wichtige Aufgabe beim Schutz der Zelle vor
oxidativem Stress hat, nicht nachgewiesen werden (Seitz, 2000). Ebenso wurden nur geringe Mengen

an Glutathion-Peroxidase (GSH-Px) nachgewiesen. Da auch dieses Enzym fiir den Schutz vor H,0,

zustindig ist (Andreoli et al., 1986; Michiels et al., 1994), erklért sich daraus die hohe Empfindlichkeit

der SK-N-LO-Zellen gegeniiber reaktiven Sauerstoffmetaboliten.

Diese Zelllinie exprimiert den NA-T nicht und hat auch sonst keinen Transporter
fur Katecholamine. |hr Wachstum ist ebenfalls adharent. Sie wurde etabliert von
Helson et al., 1982.

2. 1. 3. 2. Adulte hamatopoetische Stammzellen

Diese Zellen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Peter Lang und Herrn Dr.
Michael Schumm zur Verfigung gestellt. Die Arbeitsschritte zur Zellisolierung
wurden im Stammzelllabor der Kinderklinik Tubingen unter der Leitung von Dr.
Lang und Dr. Schumm im Rahmen von allogenen Stammzelltransplantationen
durchgefuhrt. Die Uberschissigen Zellen, die nicht flr die Transplantation bend-
tigt wurden, wurden dankenswerterweise fur diese Arbeit zur Verfugung gestellt.
Es handelt sich dabei um eingefrorene Zellpellets, die nicht mehr fir therapeuti-
sche Zwecke verwendet werden konnten. Die Zellpellets wurden ohne Angabe
von Patientennamen oder anderer patientenbezogener Daten erhalten. Nach
Ablauf des Versuchs (nach Ausreifung und Koloniebildung) wurden die Ansatze

vollstandig vernichtet.

Hier soll eine kurze grundsatzliche Beschreibung des Vorgangs der Isolation
hamatopoetischer Stammzellen gegeben werden: Peripheres, vendses Blut wird
entnommen und daraus werden mononukleare Zellen angereichert. Um die
Anzahl der mononuklearen Zellen im Blut zu erhdhen, kann dem Spender ein
klassisches Chemotherapeuticum wie Cyclophosphamid oder auch ein die
Hamatopoese stimulierender Faktor wie Filgrastim (G-CSF, Handelsname Neu-

pogen®) gegeben werden (Sheridan et al., 1992). Dieser Faktor, der die Produk-
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tion von weillen Blutzellen stimuliert, sorgt auch fir eine erhohte
Ausschwemmung unreifer mononuklearer Zellen aus dem blutbildenden Kno-
chenmark (Bensinger et al., 1993). Mit Hilfe des Oberflachenmarkers CD34 oder
AC133, der uberwiegend an ausgeschwemmten, unreifen hamatopoetischen
Stammzellen zu finden ist, werden diese weiter mit Hilfe der immunomagneti-
schen Zellsortierung oder Magneted Cell Sorting (MACS) angereichert. Dabei
wird mit einem Antikorper gearbeitet, der zuvor mit einem submikroskopischen
magnetischen Partikel (Durchmesser 60nm) konjugiert wurde. Dieser Antikdrper
ist in der Lage spezifisch an das Oberflachenantigen CD34 oder entsprechend
AC133 zu binden. Wird dieser Antikorper einige Zeit zusammen mit den mono-
nuklearen Zellen inkubiert, so bindet er an die Zellen, die das entsprechende
Oberflachenantigen besitzen. Werden die Zellen nun durch eine mit Stahlwolle
gepackte Saule geschickt, die sich in einem starken Magnetfeld befindet, wer-
den die markierten Zellen in der Saule festgehalten und kénnen auf diese Weise
von den Ubrigen mononuklearen Zellen getrennt werden. Nach der Entfernung

des Magnetfeldes kdnnen nun die markierten Zellen leicht ausgespult werden.

2. 2. Methoden
2. 2. 1. Herstellung der Losungen

2. 2. 1. 1. Herstellung der Ascorbatlosung

Ascorbinsaure ist in geloster Form instabil und lichtempfindlich (Goth et al.,
1948). Deshalb wurde die Lésung immer unmittelbar vor ihrer Verwendung
angesetzt und lichtgeschutzt in Alufolie gewickelt aufbewahrt. Dazu wurde das
Natriumsalz der Ascorbinsaure in sterilem Wasser (Ampuwa) so geldst, dass
bei den Versuchen mit Neuroblastomzellen das ca. 20fache der erwlnschten

Endkonzentration entstand (Zugabe von 10 ul zu 200 pl Zellsuspension). Bei
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den Knochenmarkstammzellen wurde das 50fache der Endkonzentration ver-
wendet (Zugabe von 10 pl in 500 pl Zellsuspension). Die Ldsung wurde
anschlielend mit einer 0,2um Minisart NML Filter Membran sterilfiltriert. Bei
Bedarf wurde, falls mehrere Konzentrationen in einem Versuch gebraucht wur-
den, aus der Stammldsung entsprechend mit Ampuwa eine Verdinnungsreihe

hergestellt.

2. 2. 1. 2. Herstellung der 6-Fluordopamin- und 6-Hydroxydopamin-
Losung

Die abgewogene Menge des 6-Fluordopamins wurde in 0,01M Salzsaure gelost.
Dabei waren die verwendeten Lésungen wiederum um das 20- (in den Ver-
suchen mit den Neuroblastomkulturen) bzw. das 50fache (in den Versuchen mit
den Knochenmarkstammzellen) hoher konzentriert als in der Endkonzentration,
da anschliefend 10 pl in 200 bzw. 500 yl gegeben wurden. Das Eppendort-
Hutchen mit dem 6-Fluordopamin wurde stets mit Alufolie umwickelt, um Licht-
einfluss zu verhindern. Auch diese Lésung wurde mit einer 0,2um Minisart NML
Filter Membran sterilfiltriert und mdglichst sofort verwendet.

Mit der 6-Hydroxydopamin-Losung wurde ebenso verfahren.
2. 2. 2. Kultivierung der Neuroblastomzelllinien

2. 2. 2. 1. Anziichten der Neuroblastomzellen
Beide verwendete Zelllinien (SK-N-SH und SK-N-LO) wachsen adharent, sie
wurden in 162 und 75cm? Kulturflaschen mit 35ml (bei 162cm? Kulturflaschen)

bzw. 25ml Kulturmedium (bei 75cm? Kulturflaschen) kultiviert. Die Inkubation
erfolgte bei 37°C in einer Atmosphéare von 100% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,.

Der Deckel der Kulturflaschen wurde dabei nicht ganz verschlossen, um einen

Gasaustausch zu ermoglichen. Die Zellkulturen mussten dabei taglich auf ihr
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Wachstum und auf Verunreinigungen durch Mikroorganismen kontrolliert wer-
den. Bei Bedarf wurde ein Wechsel des Kulturmediums durchgefihrt, wenn der
im RPMI-Medium enthaltene pH-Indikator Phenolrot von rot nach orange
umschlug (Mosmann et al., 1983). Dabei gilt fur Phenolrot zwischen Farbe und

pH-Wert ungefahr folgende Beziehung:

TABELLE 2.1. pH Farbumschlag des Phenolrot

Violett pH 7,8
Blaurot pH 7.6
Rot pH7, 4
Orange pH 7,0
Gelb pH 6,5

2. 2. 2. 2. Passagieren der Neuroblastomzellen

Die Passage der adharent wachsenden Neuroblastomzellen erfolgte unter
streng sterilen Bedingungen unter der Sterilwerkbank nach folgender Vorge-

hensweise:

1. Absaugen des verbrauchten Zellkulturmediums mit sterilen Pasteurpipetten.
Dabei wurde die Flasche so gehalten, dass keine Neuroblastomzellen mit

abgelost wurden.

2. Zugabe von 2,5ml Trypsin-Losung, die sich am mit Zellen bewachsenen

Flaschenboden verteilte und einige Sekunden einwirken sollte.

3. Nach ausreichender Einwirkzeit von ca. 1 min konnten die Zellen mechanisch
(durch Schwenken oder leichtes Schutteln) vom Flaschenboden abgeldst
werden. Das vollstandige Ablosen konnte mikroskopisch oder bei sehr

dichtem Zellrasen auch makroskopisch kontrolliert werden.

4. Durch Zugabe von 10 ml Nahrmedium wurde die Wirkung des Trypsins

gestoppt, da im Nahrmedium auch Antitrypsin enthalten ist.
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5. Die Zellsuspension wurde nun in einem 15ml Zentrifugationsréhrchen flr 6
Minuten bei 400g zentrifugiert und der Uberstand mit einer sterilen

Pasteurpipette abgesaugt, um das Trypsin zu entfernen.

6. Die Zellen wurden nun mit etwas Nahrmedium verdinnt und auf mehrere
Zellkulturflaschen verteilt, wobei vor allem bei Zellen der SK-N-SH-Linie
darauf geachtet werden musste, dass die Zellen einer voll bewachsenen
Zellkulturflasche auf nicht mehr als 3 Zellkulturflaschen verteilt wurden.
Wurde dies nicht beachtet, dann wuchsen die Zellen der nachsten Generation

langsamer.

2. 2. 2. 3. Einfrieren und Auftauen der Neuroblastomzellen

Einfrieren der Zellen
Die Zellen wurden, wie in Kapitel 2. 2. 2. 2. beschrieben, geerntet. Im letzten
Schritt wurden die Zellen nicht mit 10ml Nahrmedium, sondern mit 2ml Einfrier-
medium suspendiert und in ein steriles Einfriergefald gegeben. Dieses wurde gut
mit Papiertichern umwickelt, einige Tage bei -60°C eingefroren und anschlie-

Rend in flissigem Stickstoff fur langere Zeit gelagert.

Auftauen der Zellen
Zum Auftauen wurden die Zellen kurz bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und
dann sofort mit 10ml Zellkulturmedium (RPMI+FCS+Penicillin+Streptomy-
cin+Glutamin) verdiinnt, da das Einfriermedium fir die Zellen toxisches DMSO
enthalt. Danach wurden die Zellen 6 Minuten bei 400g zentrifugiert, der Uber-

stand wieder abgesaugt und die Zellen in etwas Nahrmedium resuspendiert. Die

Zellen wurden zunachst in kleinen 75cm? Kulturflaschen einige Tage angezuch-
tet und frihestens nach zwei weiteren Passagen fur Versuche verwendet, da

erst dann das Wachstumsverhalten wieder normal war.
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2. 2. 3. Vorbereitung und Durchfihrung des MTT-Tests mit den
Neuroblastomzelllinien

2. 2. 3. 1. Gewinnung der Zellsuspension

Zunachst wurden die Zellen wie flr die Passage in Kapitel 2. 2. 2. 2. beschrie-
ben mit Trypsin abgeldst, mit Nahrmedium verdinnt, zentrifugiert, das Trypsin
entfernt und mit etwa 25 ml Nahrmedium wieder resuspendiert, da fur die Aus-
saat in 96-Well-Platten ca. 20 ml (96 * 200 ul) bendtigt wurden.

2. 2. 3. 2. Bestimmung der Zellzahl bei den Neuroblastomzellen

Hierzu wurde die Zellsuspension gut resuspendiert und dann 0,1ml entnommen
und im Verhaltnis 1:1 mit Trypanblau-Losung (0,45%) gut gemischt. Die
Mischung wurde auf die mit Deckblatt versehene Neubauer-Zahlkammer aufge-
tragen. Nun wurden die 4 GroRRquadrate der Neubauer-Kammer ausgezanhlt,
wobei die kraftig blau gefarbten Zellen nicht bericksichtigt wurden, da Trypan-
blau tote Zellen stark blau anfarbt. In jedem der ausgezahlten Quadrate befand
sich ein Volumen von 0,1ul. Die Anzahl der Zellen in den 4 Quadraten wurde
somit addiert, durch 4 geteilt und mit 10 000 multipliziert, um die Zellzahl pro Mil-
liliter zu erhalten. Um die Verdunnung mit Trypanblau zu berlcksichtigen, wurde
schliel3lich noch mit 2 multipliziert. Um nun eine Zellkonzentration von 20 000
Zellen pro Well (fur die SK-N-SH-Linie) bzw. 10 000 Zellen pro Well (SK-N-LO-
Linie) in 200 pl zu erhalten, musste die Suspension so verdunnt werden, dass
100 000 (SK-N-SH) bzw. 50 000 (SK-N-LO) Zellen pro ml enthalten waren. In
einigen Versuchen mit geringerer Zellzahl war die Verdunnung entsprechend

hoher.
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2. 2. 3. 3. Aussaen der Neuroblastomzellen in 96 Well-Platten

Die verdunnte Zellsuspension wurde nun gut durchmischt und mit der Dispenser
Multipette und den sterilen Combitips (5ml, 100ul Portion) auf die ebenfalls steri-
len 96-Loch-Platten aufgetragen, wobei die Multipette so eingestellt war, dass in
jedes Well 200ul kamen. Die Zellsuspension wurde dabei bei jedem Nachfullen
der Pipette erneut durchmischt um ein Absinken der Zellen zu verhindern. Die
ersten beiden Wells der Platte blieben frei und wurden zum Schluss mit 200pl
Nahrmedium ohne Zellen aufgefullt. Vor Zugabe der Substanzen mussten die
Zellen nun zunachst 24 Stunden im Inkubator stehen, um anwachsen zu kon-

nen.

2. 2. 3. 4. Inkubation der Neuroblastomzellen mit den Substanzen

Zugeben der Substanzen

Nach der 24stindigen Inkubationszeit nach Aussaat der Zellen wurde nochmals
mikroskopisch kontrolliert, ob alle Zellen bereits am Boden der 96-Loch-Platte
angewachsen waren. War dies der Fall, so wurde die jeweilige geléste Substanz
mit der Dispenser Multipette und den sterilen Combitips (0,5ml, 10ul Portion) in
die daflr vorgesehenen Wells der 96-Loch-Platte gegeben. Es wurde dabei in
jedes Well 10ul der erstellten Losung gegeben, wobei in jedem Well bereits
200yl enthalten waren. Da die Lésung 20fach konzentrierter war, entstand somit
naherungsweise die erwunschte Konzentration. Ascorbat wurde stets als erstes
zugesetzt, da sein Einfluss auf die Zellen geringer ist. Danach erst wurde die 6-
Fluor- bzw. 6-Hydroxydopamin-Losung hergestellt und hinzugefugt, denn sie ist,
wie oben erlautert, in geléster Form bei neutralem pH-Wert sehr instabil. Die
Platten wurden fur die Dauer der Inkubationszeit zurick in den Brutschrank

gestellt.
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Bei den Versuchen wurden die aullersten Reihen der 96-Loch-Platten (Reihe A
und H, Reihe 1 und 12) nicht genutzt, da sich bereits in den ersten Versuchen
gezeigt hatte, dass die Werte in diesen Reihen starker als die anderen Werte
von den Mittelwerten der Versuchsreihe abwichen. Den Reihen B und C wurden
dabei keine Substanzen zugegeben, so dass sich eine grof3e Zahl von Kontroll-
werten (in der Regel 20) ergab, mit denen die Versuchsgruppen verglichen wer-
den konnten. In der spateren Auswertung wurden sie stets als 100% festgelegt.

Entfernen der Substanzen

Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit (in den meisten Versuchen 1 Stunde)
wurden die zugegebenen Substanzen einfach mit einer dinnen Spritzennadel,
die an einen Absaugschlauch angeschlossen war, entfernt und die Wells mit
einer Multipette und sterilen Combitips (5ml, 100ul Portion) wieder mit 200pl
Nahrmedium geflllt. Dies war mdglich, da die Neuroblastomzellen ja bereits fest
auf dem Boden der Platte angewachsen waren. Fehler konnten dabei dadurch
entstehen, dass man beim Absaugen mit der Nadel einige Zellen abldste, zumal
man gleichzeitig die zugegebenen Substanzen mdglichst vollstandig entfernen
musste, aufgrund des starken Einflusses des 6-Fluordopamins auf das Wachs-
tum. Bei einer mikroskopischen Kontrolle ergab sich jedoch, dass dies nur in 1-

2 Prozent der Falle geschah und der Einfluss auf die Ergebnisse gering war.

2. 2. 3. 5. Theoretische Grundlagen des MTT-Tests

Das gelbe 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT) ist
ein Tetrazoliumsalz, das durch Dehydrogenasen, die in funktionsfahigen Mito-
chondrien vorkommen, in Formazane umgewandelt wird. Diese haben eine
intensiv blaue Farbe, deren Intensitat photometrisch bestimmt werden kann
(Lopez-lbor et al., 1985; Seeger et al., 1982), indem man den Anteil des Lichts
misst, der bei der Durchleuchtung der Probe absorbiert wird. Die Absorption ist
nun proportional zur Schichtdicke der durchleuchteten Probe und zur Konzentra-
tion des Formazans. Da die Dicke der Proben immer konstant ist (in jedem der
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Wells war dieselbe Menge Flussigkeit), war die Absorption proportional zur For-
mazankonzentration. Alle Ubrigen hinzugegebenen Substanzen sowie die
durchleuchtete 96-Loch-Platten waren gelblich, absorbierten das verwendete
Licht im blauen Bereich also kaum. Es wurde jedoch stets ein Leerwert (der alle
verwendeten Substanzen enthielt, jedoch keine Zellen und damit auch kein For-
mazan) mitgemessen, der bei der Auswertung automatisch gleich 0 gesetzt
wurde.

Die Konzentration des entstandenen Formazans war, da stets genug MTT
vorhanden war und die Inkubationszeit nach Zugabe des MTT stets 3 Stunden
betrug, proportional zur Zahl der intakten Mitochondrien in der Probe und damit
auch proportional zur Zahl der im Well enthaltenen vitalen Zellen.

2. 2. 3. 6. Herstellung der MTT-Stammliosung

Pro ml PBS wurden 5mg MTT geldst und die Lésung nach intensivem Schitteln
im Vortexer durch ein 0,44um Minisart NML-Filter filtriert. Die MTT-Ldsung
musste stets lichtgeschutzt bei 4°C gelagert werden.

2. 2. 3. 7. Herstellung der Solubilisierungsiosung

Die Lésung bestand aus 190ml Isopropanol, 10ml 2M Salzsaure (HCI) und 20ml

Triton X-100. Sie konnte bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.

2. 2. 3. 8. Durchfuhrung des MTT-Tests

72 Stunden nach Zugabe der Substanzen wurde, wenn der Boden der Platte in
der Kontrollgruppe gut bewachsen war, der MTT-Test durchgefuhrt. Dazu wurde
die MTT-Stammldsung im Verhaltnis 9:1 mit RPMI 1640 verdinnt. Danach
wurde in allen Ansatzen das Nahrmedium mit einer dunnen Nadel vollstandig
entfernt. Mit einer Multipette und Combitips (5ml, 100ul Portion) wurde in jedes
Well der 96-Loch-Platte 100ul der RPMI-MTT-L6sung gegeben und genau 3
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Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit konnte man mit Hilfe
des Mikroskops im Bereich der Zellen deutlich die blauen Formazan-Kristalle

erkennen, die sich gebildet hatten.

Anschlie®end wurde die Reaktion durch Zugabe von je 100ul der Solubilisie-
rungslésung gestoppt und gleichzeitig dafur gesorgt, dass sich die Formazan-
Kristalle 16sen konnten. Dazu mussten die Platten jedoch unter leichtem horizon-
talen Schutteln flr weitere 24 Stunden bei Zimmertemperatur inkubiert werden.
Hierzu wurden die Platten luftdicht mit Parafilm umwickelt, um ein Entweichen
des Lésungsmittels zu verhindern. Dartber wurde als Lichtschutz Alufolie gewik-

kelt und die Platten wurden auf dem Schuttler befestigt.

2. 2. 3. 9. Auswerten der Proben im Milenia Kinetic Analyzer

Die Lichtabsorption der einzelnen Wells der 96-Loch-Platte wurde im Milenia
Kinetic Analyzer im Zwei-Wellenlangenmodus gemessen. Hierbei wurde eine
Referenzwellenlange aulerhalb des Absorptionsspektrums des Formazans
gewahlt. Sie diente dazu, stérende Tribungen der Probe z.B. durch Fingerab-
drucke oder Kratzer am Plattenboden oder auch durch Dunstbildung, aufzu-
spuren und aus den Werten herauszurechnen. Dies wurde von dem Gerat
automatisch ausgeflhrt. Des weiteren wurde eine Testwellenlange festgelegt,
die mdglichst nahe am Absorptionsmaximum des Formazans liegen sollte und
die zum Messen der spezifischen Absorption der gemessenen Substanz diente.
Die Referenzwellenlange wurde bei allen Versuchen mit 570 nm festgelegt, die
Testwellenlange lag bei 630 nm.

2. 2. 4. Auswertung der Ergebnisse bei den
Neuroblastomzelllinien

Es wurde mit mindestens 10 Kontrollwerten gearbeitet, in einigen Versuchen

auch mit mehr. In den Wirkstoffgruppen wurden fir jede Substanz und Konzen-
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tration mindestens 5 Ansatze verwendet. Aus den Werten wurden die Mittel-
werte gebildet, wobei in begrindeten Fallen grobe Abweichungen bei einzelnen

Werten als ,Ausreilder” weggelassen wurden.

Da die Wachstumsgeschwindigkeit der Neuroblastomzellen sehr unterschiedlich
sein kann, ist eine sinnvolle Interpretation der Ergebnisse nur moglich, wenn
man sie mit der unbehandelten Kontrollgruppe vergleicht. Die Werte sind daher
alle auf die jeweilige Kontrollgruppe (=100%) bezogen, das heilit sie sind stets

als Quotient Vergleichsgruppe zur Kontrollgruppe mal 100% angegeben.

Zu den endgultigen Ergebnissen wurden mindestens n=3 voneinander unabhan-

gige Versuche durchgefuhrt.

2. 2. 5. Kultivierung und Versuchsdurchfihrung bei den
koloniebildenden Tests

2. 2. 5. 1. Koloniewachstum der hamatopoetischen Stammzellen
Die gewonnenen angereicherten hamatopoetischen Stammzellen (in den mei-

sten Fallen CD34% Stammzellen, nur in einem Versuch CD 133" Stammzellen,
dieser Versuch wurde jedoch nicht ausgewertet, da Uberhaupt kein Zellwachs-
tum stattfand) wurden zunachst in ca. 1ml RPMI 1640-Medium geldst. Um eine
fur die Auszahlung gunstige Anzahl an Kolonien zu erhalten wurde zunachst die
Zellzahl mit Hilfe des Advia 120 bestimmt und anschliefend so verdunnt, dass
sich etwa 500 000 Zellen/ml ergaben. Danach wurde die Stammzellsuspension
grundlich durchmischt, um eine gleichmaRige Verteilung der Zellen zu gewahr-
leisten und je 100ul davon mit je 400pul RPMI 1640 in verschiedene sterile
Eppendorfcups verteilt, so dass fir jede Wirkstoffkonzentration ein Eppendorf-
cup zur Verfugung stand. Die Zellkonzentration betrug somit etwa 100 000/pl. In

jedes Eppendorfcup wurden 10ul der zu untersuchenden Substanzen 6-FDA
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und Ascorbat gegeben. Dabei wurde jeweils auf das 50fache der Zielkonzentra-
tion verdunnt. Fur die erwlnschte Endkonzentration von 250 bzw. 500umol/l 6-
FDA wurde eine Losung mit einer Wirkstoffkonzentration von 12,5 bzw. 25mM
hergestellt. Ascorbat wurde in einer Konzentration von 500umol/l bzw. 5Smmol/l
zugegeben, so dass eine Endkonzentration von 10 bzw. 100umol/l erreicht
wurde. Die Ansatze wurden wiederum gut durchmischt, und nach Ablauf der ein-
stiindigen Inkubationszeit wurden die Wirkstoffe wieder entfernt. Dies geschah,
indem die Ansatze zunachst mit 600ul RPMI 1640-Medium aufgefullt und dann
fur 6 min bei 400g zentrifugiert wurden. Danach konnte der Uberstand mit einer
feinen Nadel vorsichtig abgesaugt und die Reaktionsansatze wieder mit 500yl
RPMI 1640 aufgefillt werden. Die Zellkonzentration betrug somit weiterhin 100
000/ul in allen Ansatzen. Nach grundlicher Durchmischung wurden 35ul aus
jeder der Stammzellensuspensionen direkt in 3,5ml Methylzellulose-Medium
suspendiert, so dass sich eine Zelldichte von etwa 1000/ul ergab. Je 1ml des
Zellulose-Mediums wurde in eine Gewebekulturschale gegeben, wodurch aus
jedem Ansatz 3 Kulturschalen beflllt werden konnten. Alle drei Kulturschalen
eines Ansatzes wurden zusammen mit einer Schale, die mit Ampuwa gefillt war,
auf ein Tablett gestellt und abgedeckt, um sterile Bedingungen zu gewahrleisten
und gleichzeitig eine ausreichend mit Wasser gesattigte Atmosphare zu ermogli-
chen. Auf diese Weise wurden die Kulturschalen fur 14 Tage bei 37°C im Brut-

schrank bebrutet.

2. 2. 5. 2. Zugeben und Entfernen der Substanzen bei den
angereicherten Stammzellen

Zugeben der Substanzen

100ul der angereicherten Stammzellen wurden nach der Auszahlung auf ver-
schiedene sterile Eppendorfcups verteilt und mit 400ul RPMI 1640-Losung ver-

dunnt. In jedes Eppendorfcup wurde nun 10pl der 50-fach konzentrierten
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Wirkstoffe gegeben, so dass sich naherungsweise die gewlinschte Konzentra-
tion ergab. Mit den Substanzen wurde in bezug auf die Reihenfolge und die Auf-
bewahrung genauso verfahren wie bei den Neuroblastomzellen und ebenfalls im

Brutschrank inkubiert.

Entfernen der Substanzen

Da die angereicherten Stammzellen nicht die Eigenschaft besal’en, am Boden
des GefalRes anzuwachsen, musste der Austausch des Nahrmediums nach vor-
heriger Zentrifugation erfolgen. Um zu verhindern, dass dadurch die Inkubati-
onszeit zu lang wurde, wurden die 500ul nach Ablauf der Inkubationszeit mit
700l RPMI 1640-Medium verdlinnt. Die Zellsuspension wurde dann fur 6 Minu-
ten bei 400g zentrifugiert und danach der Uberstand mit einer feinen Nadel vor-
sichtig abgesaugt. Die Zellen wurden in 500ul RPMI 1640 resuspendiert und je
35ul in 3,5ml Methylzellulosemedium gegeben. In diesem Medium konnten die
Stammzellen nun, wie in Kapitel 2. 2. 5. 1. beschrieben, angezichtet werden.

Jede Schale sollte somit 500-1000 hamatopoetische Zellen enthalten.

2. 2. 6. Auswertung der Ergebnisse bei den angereicherten
Stammazellen

Nach Ablauf der 14-tagigen Inkubationszeit wurden die Kolonien, die in den Kul-
turschalen gewachsen waren, mit Hilfe des Mikroskops bei 25facher VergroRie-
rung ausgezahlt. Als Kolonie wurde eine Ansammlung von mehr als 20 Zellen
gewertet. Zur Auszahlung wurde ein daflr vorgesehenes Raster unterlegt, das
die Kulturschale in mehrere Quadrate unterteilte. Auf diese Weise konnte die
gesamte Flache der Schale maanderformig Quadrat fur Quadrat ausgezahlt
werden. Die Kolonien unterschieden sich dabei deutlich, nicht nur nach ihrer
Grolde, sondern auch nach der Art der Zellen. Einige Kolonien bestanden aus-

schliellich aus meist dicht gelagerten roten Zellen, andere enthielten rote und
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weilde Zellen und die meisten Kolonien bestanden nur aus weiften Zellen, die oft
Uber ein relativ grolRes Gebiet zerstreut waren. Daher wurden die Kolonien bei
der Auszahlung in drei Gruppen unterteilt: eine mit roten, fokussierten Kolonien,

eine mit weil3en, zerstreuten Kolonien und eine mit gemischten Kolonien.

Zur lllustration der unterschiedlichen Kolonien wurden folgende Fotografien bei
100facher VergrofR3erung in Abbildung 2.1. dargestellt:
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ABBILDUNG 2.1. Unterscheidung der Kolonien zu Auswertung (Bilder jeweils bei 100facher
VergroBerung angefertigt): 1. Weille zerstreute Kolonie 2. Rote fokussierte Kolonie 3.
Gemischte Kolonie

Auf diese Weise wurden alle drei Kulturschalen einer Wirkstoffgruppe ausge-

zahlt und Mittelwerte gebildet.

Zwar mussen auch diese Werte im Verhaltnis zur Kontrollgruppe gesehen wer-

den, auf eine Darstellung als Quotient zur Anzahl der Kolonien der Kontrolle
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wurde hierbei jedoch verzichtet, um statt dessen die verschiedenen Koloniety-
pen darstellen zu kdnnen. Die Werte sind daher als absolute Anzahl den Kolo-

nien angegeben.

Bei der graphischen Auswertung wurden die mittlere Anzahl der verschiedenen
Kolonietypen als Balken Ubereinander aufgetragen, so dass die Gesamtlange
des Balkens der mittleren Gesamtanzahl der Kolonien einer Kulturschale ent-
sprach. Die aufgetragene Standardabweichung bezieht sich auf die Gesamtzahl
aller Kolonien (unabhangig vom Kolonietyp) einer Schale (siehe z.B. Abb. 3.14
auf Seite 77).

Auch hier wurden von der endgultigen Versuchsreihe n=3 voneinander unab-

hangige Versuche durchgefluhrt.

2. 2. 7. Probleme und VorsichtsmafRnahmen bei der
Testdurchfuhrung

2. 2.7.1. Variation der Zellzahl und des Zellwachstums bei den
Neuroblastomlinien

Die Eigenschaften der verwendeten Zelllinien konnen sich im Laufe einiger Pas-
sagen verandern. Dies gilt vor allem fir ihre Wachstumsgeschwindigkeit. Daher
wurde in einem Vorversuch zunachst geklart, wie viele Zellen ausgesat werden
mussen, um in der Auswertung ein gutes Ergebnis zu erhalten. In den weiteren
Versuchen wurden au3erdem die ausgesaten Zellzahlen immer wieder an die
sich verandernde Wachstumsgeschwindigkeit angepasst, so dass oft unter-
schiedliche Zellzahlen ausgesat werden mussten. Um dennoch vergleichbare
Ergebnisse erhalten zu kénnen, wurde das Wachstum der behandelten Zellen
stets mit dem Wachstum einer unbehandelten Kontrollgruppe verglichen und

das Ergebnis entsprechend prozentual zur Kontrollgruppe angegeben.
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Auch andere Eigenschaften der Zelllinien kdnnen sich im Laufe der Zeit veran-
dern. So zeigte sich bei der quantitativen Bestimmung der spezifischen mIBG-
Aufnahme von SK-N-SH-Zellen Gber den NA-T, dass diese im Laufe verschiede-
ner Passagen innerhalb weniger Wochen deutliche Unterschiede aufwies. Dies
galt auch fir die Genexpression des NA-T (Seitz, 2000). Deshalb wurde darauf
geachtet, vergleichbare Versuche kurz nacheinander durchzufihren, um zu ver-

hindern, dass sich relevante Eigenschaften der Zellen veranderten.

2. 2. 7. 2. Variation der Zellzahl bei den koloniebildenden Tests

Ahnlich wie bei den Neuroblastomzellen unterliegt auch das Koloniewachstum
der hamatopoetischen Stammzellen einer groRen Streubreite. Da jedoch fir
jeden Versuch eine neue Charge von Zellen benutzt wurde, konnten vor einem
Versuch keine Rlckschlisse auf die Koloniebildungsfahigkeit der Zellen gezo-
gen werden. Es wurden daher immer 1000 Zellen/pl ausgesat, da sich diese
Zahl in der Praxis als sinnvoll erwiesen hatte. Auch hierbei wurden, wie oben
beschrieben, die Ergebnisse mit dem Wachstum einer Kontrollgruppe vergli-
chen, so dass das Ergebnis letztlich qualitativ unabhangig vom absoluten Kolo-

niewachstum der hamatopoetischen Zellen war.

2. 2.7. 3. Stabilitat der Losungen

6-Fluordopamin ist im ungeldsten Zustand lichtempfindlich und sollte unter Luft-
abschluss gelagert werden. Deshalb wurde der bendtigte Teil der Substanz in
einem Eppendorf-Hlutchen gelagert und stets darauf geachtet, dass das Hatchen
sofort nach Entnahme der benotigten Menge mit Parafilm gut luftdicht verschlos-

sen und in Alufolie verpackt wurde.
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2. 2. 7. 4. Einfluss von Ascorbat auf den MTT-Test

Grundsatzlich ist auch Ascorbat in der Lage MTT, nichtenzymatisch in Forma-
zan umzuwandeln, so dass Ascorbat in der Lage ware den MTT-Test zu beein-
flussen. Allerdings wurde das Ascorbat vor Zugabe des MTT durch Absaugen
vollstandig aus den Wells entfernt. AulRerdem zeigte sich, dass das Ascorbat
nach einer 72stindigen Inkubationszeit vollstandig abgebaut wird (Balis, 1988).
In den Versuchen wurden zudem meist nur geringe Konzentrationen an Ascor-

bat verwandt und nach Ablauf der Einwirkzeit wieder entfernt.

47




Ergebnisse

3. Ergebnisse

3. 1. Einfluss der Wirkstoffe auf
Neuroblastomzelllinien

3. 1. 1. Vorbemerkung zur Auswahl der Untersuchungen

Vor 20 Jahren wurde am Sloan Kettering Institut erstmals die klinische Anwen-
dung von 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) zur Reinigung autologer Stammzellen
von kontaminierenden Neuroblastomzellen getestet (Kushner et al., 1991).
Dabei wurden Patienten mit weit fortgeschrittener Erkrankung mit einer hochdo-
sierten Chemotherapie, wie sie heute bei der Hochdosistherapie auch noch
gebrauchlich ist, behandelt (,Konditionierung®). Vor der Rucktransfusion des ent-
nommenen Knochenmarks wurde dieses fur 1 Stunde mit 6-OHDA in einer Kon-
zentration von 100 uymol/l ex vivo behandelt. Wie schon in Kapitel 1 ausgefuhrt,
sollte dabei das Katecholamin-Analogon 6-OHDA selektiv von den Neurobla-
stomzellen aufgenommen werden und die Zellen durch Freisetzung von reakti-
ven Sauerstoffverbindungen (H,0, u.a.) irreversibel schadigen, gleichzeitig aber
das Knochenmark verschonen. Man ging davon aus, dass Neuroblastomzellen
uber spezielle Aufnahmesysteme fur Katecholamine verfugen, Knochenmark-
stammzellen aber nicht. In dieser Studie wurde 6-OHDA mit 1000umol/l Ascor-
bat kombiniert, da bekannt war, dass Ascorbat in der Lage ist, die Wirkung von
6-OHDA zu verstarken. Dies wurde mit dem Effekt des Redox-Cyclings erklart
(siehe 1. 1. 3. 1.). Dennoch waren die Ergebnisse dieser Studie ernuchternd.
Nicht nur, weil die behandlungsbedingte Sterblichkeit mit 5 der 28 behandelten

Kindern hoch war, sondern auch, weil 22 Kinder an einem Rezidiv verstarben.
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Davon hatten 6 Patienten ein Rezidiv in Knochen, Knochenmark, Leber oder
Lunge, also fernab ihres Primartumors, so dass man vermuten musste, dass
diese Rezidive durch mit den autologen Stammzellen zurtckinfundierte Tumor-
zellen entstanden waren. In nachfolgenden Analysen wurden spater Grunde flr
dieses schlechte Studienergebnis gefunden: Zum einen besitzen nicht alle Neu-
roblastome spezielle Aufnahmesysteme, zum anderen autooxidiert 6-OHDA bei
physiologischen pH-Werten um 7,4 rasch innerhalb von wenigen Minuten, so
dass toxische Metabolite gebildet werden, lange bevor der Grofteil des 6-OHDA
von den Zellen aufgenommen wird. Es entsteht eine unspezifische Toxizitat, vor

allem des gebildeten H,O,, die die hamatopoetischen Stammzellen genauso

betrifft wie die Neuroblastomzellen.

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut
fur organische Chemie der Universitat Tubingen (Prof. Stegmann), nach ande-
ren zytotoxischen Katecholamin-analogen Verbindungen gesucht und schliel3-
lich das chemisch sehr ahnliche 6-Fluordopamin (6-FDA) in Betracht gezogen.
Dies wird bei neutralem pH nur sehr langsam in 6-OHDA umgewandelt, so dass
genug Zeit fur die Aufnahme durch den NA-T in die Zellen bleibt. Auf diese
Weise sollte zumindest die Subfraktion der Neuroblastomzellen, die einen NA-T

exprimiert, von dieser Substanz spezifisch abgetoétet werden.

Zuerst sollte daher in dieser Arbeit geklart werden, ob Neuroblastomzellen, die
den NA-T exprimieren (z.B. Zellen der SK-N-SH-Linie) beim Einsatz von 6-FDA
selektiv abgetodtet werden, wahrend andere ohne NA-T (Zellen der SK-N-LO-
Linie) nicht betroffen sind. Parallel dazu sollte das Vergleichssystem mit 6-
ODHDA untersucht werden, um die allgemeine Toxizitat reaktiver Sauerstoffver-
bindungen auf die verwendeten Zelllinien und den Einfluss auf das Testsystem

zu prufen. Vor allem beim Einsatz von 6-FDA ist anzunehmen, dass die Inkuba-
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tionszeit mit den Wirksubstanzen (wegen der zeitlich verzégerten Umwandlung

in 6-OHDA) einen entscheidenden Einfluss auf das Ergebnis hat.

Chemische Untersuchungen in zellfreien Systemen haben dabei gezeigt, dass
die Umwandlung des 6-FDA unter dem Einfluss von Ascorbat deutlich zeitverzo-
gert stattfindet, so dass theoretisch die Mdglichkeit bestehen sollte, die uner-

wunschte Umwandlung von 6-FDA zu 6-OHDA aul3erhalb der Zelle zu steuern.

Im letzten Teil der Arbeit sollte dann geprift werden, ob hamatopoetische
Stammzellen durch 6-FDA (wie schon bei der Anwendung von 6-OHDA)
geschadigt werden, oder ob 6-FDA selektiver wirkt und die hamatopoetischen
Zellen nicht beeintrachtigt. Hierbei haben sich koloniebildende Tests bewahrt,
die nach der Hochdosischemotherapie auch als Maf3 fir die Regenerationsfahig-

keit der hamatopoetischen Zellen herangezogen werden.

3. 1. 2. Einfluss von 6-Hydroxydopamin auf das Wachstum von
SK-N-SH und SK-N-LO-Zellen

3. 1. 2. 1. Optimierung der Zellzahl

Bei der Auswertung eines Versuchs mit Hilfe eines Photometers ist die Genauig-
keit der Messergebnisse vom Verhaltnis zwischen absorbiertem und nicht absor-
biertem Licht abhangig. Unter der Annahme, dass die optimalen Ergebnisse
erzielt werden, wenn die Extinktion der unbehandelten Kontrollen, die im MTT-
Test gemessen wird, im Bereich zwischen 0,3 und 0,5 liegt, sollte in diesem Ver-
such die Zellzahl bestimmt werden, die notwendig ist, um nach Ablauf der 4-tagi-
gen Wachstumszeit Werte innerhalb dieses Bereichs zu erhalten. Auf
Erfahrungswerte aus friheren Versuchen kann dabei nicht immer zurickgegrif-
fen werden, da sich das Wachstumsverhalten der Zelllinien nach einigen Passa-

gen haufig andert. Auch im Laufe der weiteren Versuche musste die ausgesate
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Zellzahl mehrmals leicht angepasst werden. Der Versuch erbrachte die in

Tabelle 3.1. dargestellten Ergebnisse:

TABELLE 3.1. Durchschnittliche Extinktion der unbehandelten Kontrollen nach 4-tégiger Inkubation,
angegebene Werte sind Durchschnittswerte aus 22 Einzelbestimmungen, in Klammern ist die einfache
Standardabweichung angegeben

SK-N-SH SK-N-LO
ausgesite Zellzahl 20 000 15000
gemessene Extinktion 0,33 (+/-0,04) 0,58 (+/-0,07)

Die Extinktion lag fur beide Zelllinien in etwa im angestrebten Bereich, fur die
SK-N-LO-Linie wurde die ausgesate Zellzahl aber zunachst reduziert, da das
Nahrmedium als Zeichen der Uberséuerung durch von den Zellen produziertes
Laktat bei der Auswertung nach 4 Tagen in Gelb umschlug. Bei naherer
Betrachtung der Ergebnisse fiel auf, dass die Werte, die am Rand der Platte
lagen, starker von den Mittelwerten abwichen, als die ubrigen Werte. Die Felder
am Rand der Platte wurden deshalb in den weiteren Versuchen nicht mehr

benutzt.

3. 1. 2. 2. Die Wirkung von 6-Hydroxydopamin in Abhangigkeit von
der Konzentration

Schon aus friheren Arbeiten war bekannt, dass 6-OHDA unspezifische Effekte
auf beide Zelllinien (SK-N-SH und SK-N-LO) hatte. Das Wachstum beider Zellli-

nien wurde dabei dosisabhangig gehemmt.
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Der Einfluss verschiedener
Konzentrationen an 6-OHDA auf das
Zellwachstum
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ABBILDUNG 3.1. Der Einfluss verschiedener Konzentrationen an 6-Hydroxydopamin auf das
Zellwachstum bei 2,5stiindiger Inkubation: /7 000 SK-N-SH-Zellen und 7 500 SK-N-LO-Zellen wurden
ausgesdt, die Extinktion der Kontrollgruppe lag nach 4 Tagen bei 0,341 fiir die SK-N-SH-Kontrolle
und bei 0,44 fiir die SK-N-LO-Kontrolle. Beide Ansdtze wurden 2,5 h mit 6-OHDA inkubiert und dann
fiir 4Tage kultiviert. Alle Werte sind Mittelwerte aus mindestens 5 Einzelwerten die im Verhdltnis zur
unbehandelten Kontrollgruppe angegeben werden, es wurde die einfache Standardabweichung
angetragen.

Man sieht in Abbildung 3.1., dass wie erwartet eine klar dosisabhangige Wachs-
tumshemmung bei beiden Zelllinien eintritt. Obwohl die SK-N-LO Zellen Uber
keinen NA-T verfugen, reagieren sie viel empfindlicher auf 6-OHDA (ab
100umol/l kaum mehr Wachstum). Hohere Konzentrationen haben dann nur
noch einen geringen zusatzlichen Effekt auf das Wachstum der SK-N-LO-Zellen.

SK-N-SH-Zellen reagierten weniger empfindlich auf das 6-OHDA.

Obwohl SK-N-LO-Zellen keinen NA-T exprimieren, war ihr Wachstum starker
beeintrachtigt als das von SK-N-SH-Zellen. Ursache ist die schnelle Autooxida-
tion von 6-OHDA, die zur Bildung der zytotoxischen ROS (reactive oxygen spe-

cies = reaktive Sauerstoffverbindungen, vor allem H,0O,) bereits im

Aulenmedium fuhrt. Auf diese reagieren Zellen der SK-N-LO-Linie starker als
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Zellen der SK-N-SH-Linie. Diese hdhere Empfindlichkeit wurde in anderen
Arbeiten damit erklart, dass diese Zelllinie keine Catalase exprimiert und eine
geringere Konzentration an Gluthation-Peroxidase (GSH-Px) aufweist (Seitz,
2000). Beide Enzyme spielen eine wesentliche Rolle beim Abbau von reaktiven
Sauerstoffverbindungen auf die im nachsten Kapitel noch naher eingegangen

werden soll.

3. 1. 2. 3. Der Einfluss von Vitamin C auf das Testsystem

Ein Teil der Versuche wurde in Gegenwart von Ascorbat durchgefihrt, um den
Einfluss dieser Substanz auf die Zytotoxizitdt von 6-FDA und 6-OHDA zu
bestimmen. Wie in Kapitel 2 beschrieben, ist Ascorbat in der Lage, MTT zu
reduzieren und kénnte deshalb die Ergebnisse beeinflussen. Um diese potentiel-
len Stéreffekte zu erkennen, wurde vorab der folgende Versuch durchgefihrt.
Dabei wurde das Ascorbat nach Zugabe nicht -wie in den anderen Versuchen-
durch Austausch des Nahrmediums entfernt, sondern wahrend der gesamten
Wachstumsphase belassen. Nach 4 Tagen wurde das Nahrmedium mit dem
Ascorbat abgesaugt und wie beschrieben der MTT-Test durchgefuhrt. Die
Ergebnisse wurden in Abbildung 3.2. dargestellt.
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Der Einfluss von Ascorbat auf das
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ABBILDUNG 3.2. Der Einfluss von 100-1000 pmol/l Ascorbat als Dauerinkubation auf das Wachstum
der beiden verwendeten Zelllinien und den MTT-Test: 20 000 SK-N-SH und 15 000 SK-N-LO wurden
ausgesdt, Extinktionen lagen bei 0,55 fiir die SK-N-LO und bei 0,32 fiir die SK-N-SH-Linie, das
zugegebene Ascorbat wurde nicht wieder entfernt; die Auswertung erfolgte nach 4d; alle Werte sind
Mittelwerte aus mindestens 5 Einzelwerten, die im Verhdltnis zur unbehandelten Kontrollgruppe
angegeben werden, es wurde die einfache Standardabweichung angetragen.

Aus dem Versuch ging hervor, dass Ascorbat auch unter diesen ungunstigen
Bedingungen das Testsystem nicht stort, indem es MTT in Formazan umwandelt
und somit durch hdéhere Extinktion ein hoheres Zellwachstum vortduscht. Das
bestatigte sich auch mikroskopisch, da die Zellzahl in allen Ansatzen in etwa
gleich gro war. In héheren Konzentrationen um 1000umol/l hemmte Ascorbat
das Wachstum beider Zellreihen. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem von
D’Cruze 1996.

Der fehlende Einfluss des Ascorbats auf den MTT-Test erklart sich vermutlich
dadurch, dass Vitamin C in wassriger Losung und bei 37°C sehr instabil ist und
zum Zeitpunkt der Messung, also nach 4 Tagen, bereits nicht mehr nachweisbar
ist (Balis, 1988). In den weiteren Versuchen wurden weit geringere Ascorbat-

Konzentrationen verwendet (meist 10-100umol/l) und das zugegebene Ascorbat
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wurde nach der kurzen Inkubationszeit von 1-2,5 Stunden wieder entfernt, so
dass ein unspezifischer Einfluss auf die Ergebnisse ausgeschlossen werden

kann.

3. 1. 2. 4. Der Einfluss von Vitamin C auf die Wirkung von 6-
Hydroxydopamin

In der Literatur wird bei Kombination von Ascorbat und 6-OHDA der Effekt des
Redox-Cyclings beschrieben. Wird bei niedrigen Konzentrationen an 6-OHDA
Ascorbat im 10fachen Uberschuss zugegeben (100umol/l 6-OHDA und
1000umol/l Ascorbat), so erhoht dies die Wirkung des 6-OHDA deutlich. Bei der
Autooxidation von 6-OHDA entstehen zu gleichen Teilen reaktive Sauerstoffver-

bindungen, vor allem H,0,, und das Chinon des 6-OHDA. Bei geringen Konzen-
trationen an 6-OHDA entstehen daher nur geringe Mengen an H,0,. Als starkes

Reduktionsmittel kann Ascorbat das bei der Oxidation entstandene Chinon wie-
der in 6-OHDA uberflhren. Dieses kann dann unter Bildung reaktiver Sauerstoff-
verbindungen erneut zum Chinon oxidieren und die Konzentration an reaktiven
Sauerstoffverbindungen erhoht sich deutlich. Gleichzeitig gilt Ascorbat als ein
wichtiger Radikalfanger und kénnte somit unter diesen Bedingungen die Toxizi-
tat des 6-OHDA auch aufheben.

In den spateren Versuchen sollte 6-FDA nicht mit einem 10fachen Uberschuss
an Ascorbat angewandt werden, sondern in gleicher oder geringerer Dosis. Des-
halb war es sinnvoll, zuerst die Auswirkungen von niedrigen Dosen Ascorbat auf
die Toxizitat von 6-OHDA zu untersuchen. Dazu sollte der folgende Versuch die-

nen, dessen Ergebnisse in Abbildung 3.3. dargestellt sind.
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ABBILDUNG 3.3. Einfluss von Ascorbat auf die Toxizitdt von 6-OHDA A auf die SK-N-SH-Linie
B auf die SK-N-LO-Linie: /8 000 SK-N-SH und 7 500 SK-N-LO-Zellen wurden ausgesdt, die
Extinktion der Kontrollgruppe lag bei 0,235 fiir die SK-N-SH und bei 0,771 fiir die SK-N-LO-Linie.
Beide Ansdtze wurden 1,5h mit den Wirkstoffen inkubiert und dann fiir 4 Tage kultiviert. Alle Werte
sind Mittelwerte aus mindestens 5 Einzelwerten die im Verhdltnis zur unbehandelten Kontrollgruppe
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angegeben werden, es wurde die einfache Standardabweichung angetragen.

56




Einfluss der Wirkstoffe auf Neuroblastomzelllinien

Besonders bei niedrigen 6-OHDA-Dosen verstarkt Ascorbat die Wirkung des 6-
OHDA, was darauf schlie3en lasst, dass das Redox-Cycling auch bei niedrigen
Ascorbat-Konzentrationen wirksam ist. In keinem Ansatz zeigte Ascorbat einen
hemmenden Effekt auf die Wirkung von 6-OHDA. Bei 50 ymol/l 6-OHDA kann
50 umol/l Ascorbat theoretisch zu einem Redox-Cycling fliihren, 100 umol/l zu

zwei, bis es aufgebraucht ist (Bildung von Dehydroascorbat).

3. 1. 3. Der Einfluss von 6-Fluordopamin auf das Wachstum der
Zelllinien

Ziel dieser Versuchsreihe war es, die Unterschiede zwischen 6-FDA und 6-
OHDA zu quantifizieren und Informationen Uber die bestmdogliche Inkubations-
zeit zu erhalten. Die Inkubationszeit musste lange genug sein, um eine ausrei-
chende Aufnahme des 6-FDA in die SK-N-SH-Zellen zu ermdglichen.
Gleichzeitig musste sie jedoch so kurz wie mdglich gewahlt werden, um die
Umwandlung von 6-FDA zu 6-OHDA im AuRenmedium maoglichst gering zu hal-
ten. Die Zeit, die verstreichen muss, um eine ausreichende Aufnahme von 6-
FDA in die Zelle zu erhalten, hangt im Wesentlichen von der Zahl der Transpor-
ter in der Zellmembran und von der Affinitat des 6-FDA zum Noradrenalin-Trans-
porter (NA-T) ab. Uber die Anzahl der NA-T in der Membran der SK-N-SH-Zellen
ist wenig bekannt, und sie kann sich auch im Laufe mehrerer Passagen andern.
Daher war es also eines der wesentlichen Ziele der Arbeit, die fir eine eventu-
elle spatere Anwendung bei der autologen Stammzelltransplantation optimale
Inkubationszeit zu ermitteln. In dieser Versuchreihe bedeutete das, die Zeit zu
finden, bei der die zytotoxische Wirkung von 6-FDA auf die SK-N-SH-Linie maxi-
mal ist, die SK-N-LO-Zellen jedoch nicht nennenswert geschadigt werden soll-

ten.
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3. 1. 3. 1. Die konzentrationsabhangige Wirkung von 6-Fluordopamin
bei 2,5stlindiger Inkubation

Zunachst sollte die Wirkung des 6-FDAs mit der des 6-OHDAs aus den vorange-
henden Versuchen verglichen werden. Dazu wurden die Zellen bei den gleichen
Bedingungen wie bei dem in Abbildung 3.1. gezeigten Ansatz (2,5 Stunden Inku-
bationszeit), behandelt, statt 6-OHDA wurde jedoch 6-FDA eingesetzt (in Kon-
zentrationen von 10-500umol/l). Die Ergebnisse dieses Versuchs finden sich in
Abbildung 3.4..
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ABBILDUNG 3.4. Der Einfluss verschiedener Konzentrationen an 6-FDA auf das Zellwachstum bei
2,5stiindiger Inkubation: /7 000 SK-N-SH-Zellen und 7 500 SK-N-LO-Zellen wurden ausgesdt, die
Extinktion lag bei 0,341 fiir die SK-N-SH-Linie und bei 0,44 fiir die SK-N-LO-Linie. Beide Ansdtze
wurden 2,5 h inkubiert und dann fiir 4 Tage kultiviert. Alle Werte sind Mittelwerte aus mindestens 5
Einzelwerten die im Verhdltnis zur unbehandelten Kontrollgruppe angegeben wurden, es wurde die
einfache Standardabweichung angetragen.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei 2,5stlindiger Inkubationszeit eine konzentrati-
onsabhangige Wirkung von 6-FDA besteht, die auf beide Zelllinien ungefahr

gleich intensiv ist. Die Wirkung ist erwartungsgemaf deutlich geringer als die
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von 6-OHDA. Da die toxische Wirkung Uber die Kaskade 6-FDA --> 6-OHDA -->

ROS entfaltet wird, lassen sich folgende Schllsse ziehen:

1. Wurde die Wirkung von 6-FDA vorwiegend intrazellular ablaufen (d. h. nach
spezifischer Aufnahme Uber den NA-T), musste der Effekt gegenuber den
SK-N-SH deutlich hoher sein als gegenuber den SK-N-LO-Zellen

2. Da die Zytotoxizitat von 6-OHDA/reaktiven Sauerstoffverbindungen unter den
gewahlten Inkubationsbedingungen (siehe Abbildung 3.3.) gegenltber SK-N-
LO-Zellen deutlich hoher als gegenuber SK-N-SH-Zellen ist, bedeutet die
ungefahr gleich starke Zytotoxizitat von 6-FDA auf SK-N-SH und SK-N-LO-
Zellen, dass eine Mischung aus spezifischer Aufnahme [ --> die zu einer
erhdhten Zytotoxizitat gegentiber SK-N-SH-Zellen fuhrt] und Umwandlung
von 6-FDA zu 6-OHDA und ROS im AuRenmedium [ --> was zu einer
erhdhten Zytotoxizitat gegentiber SK-N-LO-Zellen flhrt] vorliegt.

Zur Reduzierung der unspezifisch wirkenden Umwandlung von 6-FDA im
AulRlenmedium wurde deshalb in weiteren Versuchen untersucht, welchen Ein-

fluss eine Verklirzung der Inkubationszeit auf die Selektivitat des 6-FDA hat.

3. 1. 3. 2. Die Wirkung von 6-Fluordopamin bei kiirzerer
Inkubationszeit (0,5 - 1,5 Stunden)

Da im vorhergehenden Versuch bei einer Inkubationszeit von 2,5 Stunden die
unspezifisch toxischen Effekte zu grol® waren, war die nachste Frage, die es zu
beantworten galt, ob mit kurzeren Inkubationszeiten als bisher die Wirkung
selektiver wird, d.h. ob die Wirkung auf die SK-N-SH-Linie erhalten bleibt, wah-
rend die SK-N-LO-Linie unempfindlicher reagiert, da weniger 6-FDA im Aulien-
medium in 6-OHDA umgewandelt wird. Zunachst wurde im folgenden Versuch
eine Inkubationszeit von 1,5 Stunden gewahlt, mit dem in Abbildung 3.5. gezeig-

ten Ergebnis:
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Die Wirkung von verschiedenen
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ABBILDUNG 3.5. Die Wirkung von 50-250umol/l 6-Fluordopamin bei 1,5stiindiger Inkubation: /8
000 SK-N-SH und 7 500 SK-N-LO-Zellen wurden ausgesdt, die Extinktion der Kontrollgruppe lag bei
0,235 fiir die SK-N-SH und bei 0,771 fiir die SK-N-LO-Linie. Beide Ansdtze wurden 1,5h mit den
Wirkstoffen inkubiert und dann fiir 4 Tage kultiviert. Alle Werte sind Mittelwerte aus mindestens 5
Einzelwerten die im Verhdltnis zur unbehandelten Kontrollgruppe angegeben werden, es wurde die
einfache Standardabweichung angetragen.

Die Reduktion der Inkubationszeit von 2,5 Stunden (Abbildung 3.4.) auf 1,5
Stunden (Abbildung 3.5.) fuhrte dazu, dass SK-N-LO-Zellen auch bei Inkubation
mit 250umol/l 6-FDA nicht in ihrem Wachstum beeinflusst wurden. Im Gegen-
satz dazu zeigten sich deutliche Effekte auf die den NA-T exprimierenden SK-N-
SH-Zellen. Somit fuhrte die Reduzierung der Inkubationszeit von 2,5 auf 1,5
Stunden zu den gewlinschten selektiven Effekten. Wie bereits in Abbildung 3.4.
gezeigt, waren 100umol/l 6-FDA jedoch nicht ausreichend, um Effekte sowohl
bei den SK-N-SH als auch bei den SK-N-LO-Zellen zu erzielen (im Vergleich zur
Kontrollgruppe).

In weiteren Versuchen sollte nun gepruft werden, ob eine deutlich reduzierte
Inkubationszeit von 1 bzw. 0,5 Stunden ausreicht, um gleiche Effekte zu erzie-

len. Dazu wurde gepruft, ob eine Erhéhung der Konzentration auf 500umol/I mit
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dieser verkurzten Inkubationszeit einen Vorteil bringt. Abbildung 3.6. zeigt die

dabei erhaltenen Ergebnisse.
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ABBILDUNG 3.6. Die Wirkung von 6-Fluordopamin bei Inkubationszeiten von 0,5 und 1 Stunde A

bei 250umol/l 6-Fluordopamin B bei 500pumol/l 6-Fluordopamin: /7 000 SK-N-SH und 7 500 SK-N-
LO-Zellen wurden ausgesidt, die Extinktion der Kontrollgruppe lag bei 0,041 fiir die SK-N-SH und bei
0,202 fiir die SK-N-LO-Linie. Die Zellen wurden fiir 4 Tage kultiviert. Alle Werte sind Mittelwerte aus
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mindestens 5 Einzelwerten die im Verhdltnis zur unbehandelten Kontrollgruppe angegeben werden, es
wurde die einfache Standardabweichung angetragen.

Man sieht in Abbildung 3.6. eine deutlich selektive Wirkung bei fast allen Wirk-
stoffkonzentrationen und Inkubationszeiten. Bei der einstlindigen Inkubation mit
250umol/l 6-FDA zeigte sich eine ausgepragte Wirkung auf die SK-N-SH-Zellen,
die gegenlber der Kontrollgruppe zu 50% abgetdtet wurden, wahrend Uber 90%
der SK-N-LO-Zellen Uberlebten. Bei der hdheren Konzentration von 500umol/l 6-
FDA war die Wirkung auf die SK-N-SH-Linie nur unmerklich héher als bei
250umol/l, die unspezifischen Effekte auf die SK-N-LO-Zellen waren allerdings
starker ausgepragt. Die besten Ergebnisse wurden hier also mit 250umol/l 6-
FDA erzielt. Eine halbstindige Inkubation fuhrte bei Verwendung von 250umol/l
6-FDA zu keinen Effekten bei beiden Zelllinien. Dagegen fuhrten 500umol/l 6-
FDA bei halbstindiger Inkubation wieder zu einer selektiven Wirkung auf die
Zellen mit NA-T.

3. 1. 3. 3. Der Einfluss der Zelldichte auf das Ergebnis

Zunachst ware nicht zu erwarten, dass die Zelldichte einen wesentlichen Ein-
fluss auf das Ergebnis nimmt. Da jedoch im vorhergehenden Versuch bei einer
sehr geringen Zelldichte sehr gute Ergebnisse erzielt wurden, wurden im folgen-
den Versuch die Ergebnisse bei hoher und bei geringer Zelldichte einander
gegenuber gestellt. Es ware durchaus maoglich, dass bei einer hohen Zelldichte
die in den SK-N-SH-Zellen vorhandenen Enzyme Catalase oder Glutathion-Per-
oxidase einen Teil der entstehenden Sauerstoffverbindungen abfangen und
somit die Wirkung des 6-FDA abschwachen, wahrend bei niedriger Zelldichte
auch absolut gesehen weniger dieser Enzyme vorhanden sind und die Wirkung

der reaktiven Sauerstoffverbindungen somit starker sein kdnnte.

62




Die Wirkung von 250 und 500umol/l
6-FDA bei hoher Zelldichte
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ABBILDUNG 3.7. Die Wirkung von 250 und 500pumol/l 6-Fluordopamin bei verschiedenen Zelldichten
nach 1 stiindiger Inkubation A bei hoher Zelldichte B bei geringer Zelldichte: Bei der hohen
Zelldichte wurden 20 000 SK-N-SH und 9 000 SK-N-LO ausgesiit, bei der geringen Zelldichte 10 000
SK-N-SH und 4 500 SK-N-LO. Die Extinktion der Kontrollgruppe lag bei 0,092 bzw. 0,238 fiir die SK-
N-SH und bei 0,356 bzw. 0,643 fiir die SK-N-LO-Linie. Beide Ansdtze wurden 1h inkubiert und dann
fiir 4 Tage kultiviert. Alle Werte sind Mittelwerte aus mindestens 5 Einzelwerten die im Verhdltnis zur
unbehandelten Kontrollgruppe angegeben werden, es wurde die einfache Standardabweichung
angetragen.
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Wie man aus Abbildung 3.7. entnehmen kann, war 6-FDA wiederum in fast allen
Fallen selektiv wirksam. Lediglich bei 500umol/l 6-FDA und niedriger Zelldichte
ergibt sich Uberraschenderweise eine starke Toxizitat gegentber der SK-N-LO-
Linie. Da dies bei einstundiger Inkubationszeit in keinem der Ubrigen Versuche
beobachtet wurde, schien dieser Wert am ehesten artifiziell bedingt und wurde
nicht in die weiteren Uberlegungen einbezogen. Bei 250umol/l 6-FDA waren die
Ergebnisse bei niedriger Zelldichte besser, d.h. selektiver, als bei hoher. Den-
noch waren die Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien weit weniger grof
als im vorrangehenden Versuch, so dass die Zelldichte moglicherweise nicht der
einzige Grund fur die sehr guten Ergebnisse im vorhergehenden Versuch waren.
Ergebnisse aus friheren Arbeiten deuten aulerdem darauf hin, dass langsam
wachsende SK-N-SH-Zellen mehr Noradrenalin-Transporter besitzen als schnell
wachsende. Erfahrungsgemal wachsen die SK-N-SH-Zellen vor allem dann
langsamer, wenn sie mit geringer Zelldichte ausgesat werden. Somit konnte die-

ser Umstand fir die beobachteten Effekte verantwortlich sein.

Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde der Versuch ein zweites Mal unter den-
selben Bedingungen durchgefuhrt, also wiederum mit 1 Stunde Inkubationszeit
und bei hoher und geringer Zelldichte. Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung

3.8. dargestellt:
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ABBILDUNG 3.8. Die Wirkung von 250 und 500pumol/l 6-Fluordopamin bei verschiedenen Zelldichten
nach 1 stiindiger Inkubation A bei hoher Zelldichte B bei geringer Zelldichte: Bei der hohen
Zelldichte wurden 20 000 SK-N-SH und 10 000 SK-N-LO ausgesdit, bei der niedrigen Zelldichte 10 000
SK-N-SH und 5 000 SK-N-LO. Die Extinktion der Kontrollgruppe lag bei 0,168 bzw. 0,340 fiir die SK-
N-SH und bei 0,549 bzw. 0,874 fiir die SK-N-LO-Linie. Beide Ansdtze wurden 1h inkubiert und dann
fiir 4 Tage kultiviert. Alle Werte sind Mittelwerte aus mindestens 5 Einzelwerten die im Verhdltnis zur
unbehandelten Kontrollgruppe angegeben werden, es wurde die einfache Standardabweichung
angetragen.
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Obwohl in diesem Versuch bei hoher Zelldichte und geringer Wirkstoffmenge
(250 umol/l) Zellen der SK-N-SH-Linie nicht auf 6-FDA ansprachen, ergibt sich in
den ubrigen Gruppen ein einheitliches Bild: Insgesamt sprechen die SK-N-SH-
Zellen auf die Behandlung mit 6-FDA gut an. In allen Versuchen war die Wirkung
auf diese Zelllinie ein wenig groRer, wenn die Zelldichte gering war und die Wirk-
stoffmenge groRer (500 pmol/l statt 250 ymol/l). Dagegen totete 6-FDA unter
gleichen Bedingungen nur etwa 10% der SK-N-LO-Zellen ab, d. h. ca. 90% der
Zellen blieben unbeeinflusst. Die Wirkung auf diese Zellen scheint von der Zell-
dichte weitestgehend unabhangig zu sein, schien jedoch groRRer, wenn die Kon-

zentration an 6-FDA grofer war.

3. 1. 4. Der Einfluss von Vitamin C auf die Wirkung von 6-
Fluordopamin

3.1. 4. 1. Die Wirkung verschiedener Konzentrationen an 6-
Fluordopamin in Kombination mit Vitamin C

Obwohl die Wirkungsweise des 6-FDA in seiner Umwandlung in 6-ODHDA
begriindet liegt, gab es schon vor Beginn dieser Arbeit Hinweise darauf, dass 6-
FDA nicht wie 6-OHDA durch Ascorbat in seiner Wirkung gesteigert wird, son-
dern dass der Wirkstoff 6-FDA im Gegenteil durch Ascorbat stabilisiert wird. Dies
lasst sich dadurch erklaren, dass Ascorbat ein starkes Antioxidans ist, das die
Umwandlung von 6-FDA in 6-OHDA verzégert. Theoretisch sollte die Reaktion
erst ablaufen, wenn das zugegebene Ascorbat verbraucht wurde. Unbekannt ist
jedoch wie grof} die Ascorbat-Konzentration im Vergleich zur Konzentration an

6-FDA sein muss, um dieses zu stabilisieren.
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ABBILDUNG 3.9. Der Einfluss von Ascorbat auf die Toxizitdt von verschiedenen Konzentrationen an
6-Fluordopamin A 50umol/l Ascorbat B 100pumol/l Ascorbat: 18 000 SK-N-SH und 7 500 SK-N-
LO-Zellen wurden ausgesdt, die Extinktion der Kontrollgruppe lag bei 0,235 fiir die SK-N-SH und bei
0,771 fiir die SK-N-LO-Linie. Beide Ansdtze wurden 1,5h mit den Wirkstoffen inkubiert und dann fiir 4
Tage kultiviert. Alle Werte sind Mittelwerte aus mindestens 5 Einzelwerten die im Verhdltnis zur
unbehandelten Kontrollgruppe angegeben werden, es wurde die einfache Standardabweichung
angetragen.
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Abbildung 3.9. zeigt, dass die Wirkung des 6-FDA (bis 500 umol/l) durch Zugabe
von nur 50 pymol/l Ascorbat sowohl fur die SK-N-SH-Zellen als auch fur die SK-
N-LO-Zellen véllig aufgehoben wurde, so dass deren Wachstum weitestgehend
dem Wachstum der Kontrollgruppe entsprach. Dies galt genauso fur die Kombi-
nation von 6-FDA mit 100umol/l Ascorbat. Offensichtlich ist unter den gewahiten
Bedingungen (10 bis 500 pymol/l, 1,5 Stunden Inkubation) der Effekt des von den
SK-N-SH-Zellen ebenfalls aufgenommenen Ascorbats so stark, dass auch eine
intrazellulare Umwandlung in 6-OHDA (nach erfolgter 6-FDA-Aufnahme) noch

unterdruckt wird.

3. 1. 4. 2. Wirkung verschiedener Ascorbat-Konzentrationen auf die
Toxizitat von 6-Fluordopamin bei unterschiedlichen
Inkubationszeiten

Bereits 50umol/l Vitamin C hatte im vorhergehenden Versuch einen grofen Ein-
fluss auf die Toxizitat von 6-FDA, indem es offensichtlich die Umwandlung von
6-FDA zu 6-OHDA ganzlich unterbindet. Ziel der Arbeit sollte es aber sein, eine
Kombination zu finden, bei der die Wirkung lediglich verzogert eintritt, damit den
Zellen genug Zeit bleibt, ausreichende Mengen an 6-FDA aufzunehmen. Daher
sollte im folgenden Versuch nun die Ascorbatkonzentration ermittelt werden, mit
der das 6-FDA stabilisiert werden kann, ohne dass die toxische Wirkung auf Zel-
len mit Noradrenalin-Transporter verloren geht. Eine langere Inkubationszeit
konnte die Aufnahme von 6-FDA in die Zellen erhéhen und somit auch die toxi-
sche Wirkung auf die SK-N-SH-Zelllinie. Ergebnisse hierzu finden sich in Abbil-
dung 3.10..
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ABBILDUNG 3.10. Toxizitét des 6-Fluordopamin bei Ascorbat-Konzentrationen von 0-50umol/l A
bei 1,5stiindiger Inkubation B bei 3stiindiger Inkubation: /7 000 SK-N-SH und 7 500 SK-N-LO-
Zellen wurden ausgesidt, die Extinktion der Kontrollgruppe lag bei 0,397 fiir die SK-N-SH und bei
0,266 fiir die SK-N-LO-Linie Beide Ansdtze wurden 1,5h mit den Wirkstoffen inkubiert und dann fiir 4
Tage kultiviert. Alle Werte sind Mittelwerte aus mindestens 5 Einzelwerten die im Verhdltnis zur
unbehandelten Kontrollgruppe angegeben werden, es wurde die einfache Standardabweichung
angetragen.
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Bei der Inkubationszeit von 1,5 Stunden zeigte hier 6-FDA in einer Konzentration
von 250 pmol/l auf beide Zelllinien keine wachstumshemmende Wirkung mehr,
sobald es mit mehr als 30umol/l Ascorbat kombiniert wurde. Bei 20umol/l und
10umol/l war die hemmende Wirkung des Ascorbats nur noch gering. Leider war
in diesem Versuch keine selektive Wirkung des 6-FDA festzustellen, beide Zellli-
nien waren gleichermalden betroffen. Ein gleich starkes Ansprechen beider Zell-
linien spricht jedoch auch bereits fir eine gewisse Selektivitat, da das im
Aulenmedium gebildete 6-OHDA auf SK-N-LO-Zellen deutlich starker wirken
wurde (siehe Kapitel 3. 1. 3. 1.).

Bei der langeren Inkubationszeit von 3 Stunden waren bereits 40umol/l oder
50umol/l Vitamin C notwendig, um die Wirkung des 6-FDA aufzuheben. Bei
geringeren Konzentrationen zeigte sich, ahnlich wie bei den Versuchen mit 6-
OHDA, ein deutlich empfindlicheres Ansprechen der SK-N-LO-Linie, die keinen
Transporter fur 6-FDA hat. Dies spricht dafur, dass die Wirkung von geringen
Ascorbat-Konzentrationen (10-20 umol/l) nicht ausreicht, um die Umwandlung

von 6-FDA zu 6-OHDA im AuRenmedium ganzlich zu verhindern.

3. 1. 4. 3. Wirkung von 6-Fluordopamin bei kilirzerer Inkubationszeit in
Gegenwart geringer Ascorbatkonzentrationen

Im vorigen Versuch waren bei der Inkubationszeit von 3 Stunden die unspezi-
fisch toxischen Effekte weit groRer als bei der kirzeren 1,5-stiindigen Inkuba-
tion. Daher wurde im nachsten Versuch ausprobiert, ob mit kirzeren
Inkubationszeiten als bisher die Wirkung selektiver wird, d. h. ob die Wirkung auf
die SK-N-SH-Linie erhalten bleibt, wahrend die SK-N-LO-Linie besser geschutzt
ist. Da sich zu hohe Ascorbatkonzentrationen in den vorangegangenen Versu-
chen als unpraktikabel erwiesen haben, wurde hier nur noch eine Konzentration

von 10umol/l Ascorbat eingesetzt.
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ABBILDUNG 3.11. Die Wirkung von 6-Fluordopamin und 10pmol/l Ascorbat bei Inkubationszeiten
von 0,5 und 1 Stunde A bei 250umol 6-Fluordopamin B bei 500umol/l 6-Fluordopamin: 17 000
SK-N-SH und 7 500 SK-N-LO-Zellen wurden ausgesit, die Extinktion der Kontrollgruppe lag bei
0,041 fiir die SK-N-SH und bei 0,202 fiir die SK-N-LO-Linie. Die Zellen wurden 4 Tage kultiviert. Alle
Werte sind Mittelwerte aus mindestens 5 Einzelwerten die im Verhdltnis zur unbehandelten
Kontrollgruppe angegeben werden, es wurde die einfache Standardabweichung angetragen.
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Abbildung 3.11. zeigt, dass bei einer halbstundigen Inkubation die Zugabe von
10umol/l Ascorbat ausreicht, um sowohl die Wirkung von 250 ymol/l als auch
von 500umol/l 6-FDA auf beide Zelllinien zu verhindern. Diese Inkubationsdauer

wurde daher auch in Verbindung mit Ascorbat nicht weiter in Betracht gezogen.

Bei der einstlindigen Inkubationszeit zeigte sich durchweg eine spezifische Toxi-
zitat auf die SK-N-SH-Linie, wahrend dank des Ascorbats die SK-N-LO-Linie
auch bei der hohen 6-FDA-Konzentration von 500umol/l praktisch vollstandig
geschutzt blieb. Im Vergleich dazu fuhrte eine einstindige Inkubation mit
500umol/l 6-FDA in Abwesenheit von Ascorbat bereits zu einer deutlichen
Wachstumshemmung (siehe Abbildung 3.8.). Allerdings lag die Hemmung des
Wachstums der SK-N-SH-Zellen bei etwa 50% der Kontrollgruppe und war
damit etwas schwacher als bei den vergleichbaren Versuchen ohne Ascorbat
(ebenfalls Abbildung 3.8.).

3. 1. 4. 4. Durchfuhrung weiterer Versuche zur Bestatigung der
Ergebnisse

Auch wenn sich die Inkubationsdauer, wie aus den vorangehenden Versuchen
hervorging, durch Zugabe von Ascorbat nicht verlangern lief3, stellte sich den-
noch die Frage, ob sich die Zellen ohne Noradrenalin-Transporter durch die
Zugabe von Ascorbat besser schutzen lieken. Um zu klaren, ob mit einer Kombi-
nation aus 6-FDA und Ascorbat bei den gleichen Bedingungen, die sich ohne
Ascorbat als sinnvoll erwiesen hatten, eine hohere Selektivitat erzielen lield, wur-
den die weiteren Versuche durchgefihrt. Um die Ergebnisse mit denen ohne
Ascorbat vergleichen zu konnen, wurde wieder von beiden Zelllinien eine
Gruppe mit hoher und eine mit geringer Zelldichte gewahlt. Die Inkubationszeit
betrug wieder eine Stunde (Abbildung 3.12.).
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ABBILDUNG 3.12. Die Wirkung von 250 und 500umol/l 6-Fluordopamin und 10umol/l Ascorbat bei
verschiedenen Zelldichten A bei hoher Zelldichte B bei geringer Zelldichte: Bei der hohen
Zelldichte wurden 20 000 SK-N-SH und 9 000 SK-N-LO ausgesidit, bei der niedrigen Zelldichte 10 000
SK-N-SH und 4 500 SK-N-LO. Die Extinktion der Kontrollgruppe lag bei 0,092 bzw. 0,238 fiir die SK-
N-SH und bei 0,356 bzw. 0,643 fiir die SK-N-LO-Linie. Beide Ansditze wurden 1h inkubiert und dann
fiir 4 Tage kultiviert. Alle Werte sind Mittelwerte aus mindestens 5 Einzelwerten die im Verhdltnis zur
unbehandelten Kontrollgruppe angegeben werden, es wurde die einfache Standardabweichung
angetragen.
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Wahrend 10umol/l Ascorbat die Wirkung von 250umol/l 6-FDA bei einstiindiger
Inkubation sowohl bei SK-N-SH als auch bei SK-N-LO-Zellen fast 100%ig
hemmte, wenn die Zellen in hoher Konzentration ausgesat wurden, war bei nied-
riger Zellzahl eine deutliche Selektivitat zugunsten der SK-N-SH-Zellen zu
erkennen. 500umol/l 6-FDA fiihrte bei SK-N-SH-Zellen sowohl bei niedriger als
auch bei hoher Zelldichte zu deutlichen Effekten, wahrend SK-N-LO-Zellen

durch das Ascorbat weitgehend geschutzt wurden.

Der Versuch wurde unter denselben Bedingungen ein weiteres Mal durchgefuhrt

und die Ergebnisse in Abbildung 3.13. dargestellt.
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ABBILDUNG 3.13. Die Wirkung von 250 und 500pmol/l 6-Fluordopamin und 10pmol/l Ascorbat bei
verschiedenen Zelldichten A bei hoher Zelldichte B bei geringer Zelldichte: Die Extinktion der
Kontrollgruppe lag bei 0,168 bzw. 0,340 fiir die SK-N-SH und bei 0,549 bzw. 0,874 fiir die SK-N-LO-
Linie. Beide Ansdtze wurden 1h inkubiert und dann fiir 4 Tage kultiviert. Alle Werte sind Mittelwerte
aus mindestens 5 Einzelwerten die im Verhdltnis zur unbehandelten Kontrollgruppe angegeben
werden, es wurde die einfache Standardabweichung angetragen.
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Die Wiederholung des Versuches flhrte tendenziell zu den gleichen Ergebnis-

sen.

3. 1. 5. Zusammenfassung der Ergebnisse fur die
Neuroblastomzellen

6-OHDA wirkt auf beide verwendete Zelllinien toxisch, auf die SK-N-LO-Linie
starker als auf die SK-N-SH-Linie. Die Zugabe selbst geringer Mengen Vitamin
C im Bereich zwischen 50umol/l und 100umol/l steigert die Wirkung des 6-
OHDA zum Teil deutlich, vor allem bei den fir diese Substanz empfindlichen
SK-N-LO-Zellen.

Im Gegensatz zu 6-OHDA besitzt 6-FDA theoretisch die Eigenschaft selektiv
SK-N-SH-Zellen, also Zellen die den Noradrenalin-Transporter besitzen, abzuté-
ten oder in ihrem Wachstum zu hemmen und gleichzeitig Zellen ohne Noradre-
nalin-Transporter, hier SK-N-LO-Zellen, weitestgehend nicht in ihrem Wachstum
zu beeinflussen. In der Praxis zeigt sich jedoch, dass man auch unter optimalen
Bedingungen keine vollstandige Selektivitat erreicht, sondern nur eine relativ
starkere Wachstumshemmung der SK-N-SH-Zellen gegenuber den SK-N-LO-
Zellen. Die optimale Inkubationszeit fur diesen Vorgang scheint etwa eine
Stunde zu sein. Ist die Zeit kurzer, so ist, vermutlich wegen der geringeren Auf-
nahme von 6-FDA in die Zelle, die toxische Wirkung geringer. Ist die Inkubati-
onszeit langer, so ahnelt die Wirkung auf die beiden Zelllinien immer mehr der
Wirkung von 6-OHDA, d. h. die SK-N-LO-Linie ist aufgrund ihrer Empfindlichkeit

gegenuber reaktiven Sauerstoffverbindungen starker betroffen.

Vitamin C hat auf 6-FDA eine deutlich stabilisierende Wirkung. Bei Anwesenheit
von Uber 30umol/l Ascorbat ist bereits keine Wirkung des 6-FDA bei Konzentra-
tionen von 250 und 500umol/l mehr nachweisbar. Die Gegenwart von 10umol/l

Ascorbat allerdings fuhrt zu einer recht deutlichen Selektivitat: Wahrend bei
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einer einstindigen Inkubation mit 250 oder 500umol/l 6-FDA SK-N-LO-Zellen
praktisch vollstandig geschutzt blieben, fuhrte dieser Ansatz zu einer deutlichen
Hemmung des Wachstums von SK-N-SH-Zellen, die den Noradrenalin-Trans-

porter exprimieren.

3. 2. Einfluss des 6-Fluordopamins auf
hédmatopoetische Stammzellen

3. 2. 1. Einfluss von 6-Fluordopamin auf hamatopoetische
Stammazellen bei geringer Ascorbat-Konzentration

Unter den Bedingungen, die sich fur die Neuroblastomzelllinien als die selektiv-
sten erwiesen haben, wurden nun Kolonietests mit den angereicherten Kno-
chenmarkstammzellen durchgefuhrt. Sie wurden eine Stunde mit den
Wirkstoffen 6-FDA und Ascorbat inkubiert. Danach wurden die Substanzen wie-
der entfernt und die Stammzellen auf dem Methylzellulose-Medium ausgesat,
wo sie nach 14 Tagen Kolonien bildeten, die ausgezahlt werden konnten. Dabei
wurden rote und weil3e Kolonien getrennt ausgezahlt und ins Schaubild einge-
tragen. Die aufgetragene Standardabweichung bezieht sich jedoch immer auf

die gesamte Zellzahl.
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ABBILDUNG 3.14. Der Einfluss von 250 und 500pmol 6-Fluordopamin und 10pmol/l Ascorbat auf die
Koloniebildung himatopoetischer Stammzellen: Die Zellen wurden 1 Stunde mit den Wirkstoffen
inkubiert und dann fiir 14 Tage kultiviert. Es wurde die einfache Standardabweichung aufgetragen, die
sich immer auf die Gesamtzahl der Kolonien bezieht (rote, weifse und gemischte Kolonien). Kontrolle

= Kontrollgruppe ohne Wirkstofte; AA10=10umol/l Ascorbat; 6FDA250=250umol/l 6-
FDA; 6FDA500=500umol/l 6-FDA; 6FDA250+10AA=250pumol/l 6-FDA+10umol/l

Ascorbat; 6FDA500+10AA=500umol/l 6-FDA+10umol/l Ascorbat

Abbildung 3.14. zeigt, dass 6-FDA eine deutliche Wachstumsabschwachung

gegenuber der Kontrollgruppe bewirkt. Das betrifft alle Kolonien: rote, weilde und
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gemischte. Diese wachstumshemmende Wirkung ist deutlich dosisabhangig, so
dass bei 500umol/l 6-FDA keine Kolonie mehr wachsen konnte. 10umol/l Ascor-
bat hatte auch hier einen gewissen Schutzeffekt auf die Gruppe mit 500umol/l 6-
FDA, der aber bei weitem nicht ausreichte um die toxische Wirkung des 6-FDA

zu verhindern.

3. 2. 2. Einfluss von hoheren Vitamin C-Konzentrationen auf die
Wirkung von 6-Fluordopamin bei hamatopoetischen
Stammzellen

Im folgenden Versuch sollten die obigen Ergebnisse bestatigt werden. Zusatz-
lich wurde jedoch eine weitere Gruppe eingefuhrt, die 100umol/l Ascorbat
erhielt, sowohl mit als auch ohne 6-FDA, um Aufschluss darlber zu erhalten, ob
die Wirkung des 6-FDA mit hohen Ascorbat-Dosen antagonisierbar ist, wie es
schon bei den Neuroblastomzelllinien zu beobachten war. Ist dies nicht der Fall
konnte man vermuten, dass der Mechanismus, Uber den 6-FDA toxisch auf die
Stammzellen wirkt, ein anderer ist als beim Neuroblastom. Da sich in der
Gruppe mit 250pmol/l 6-FDA schon eine ausgepragt toxische Wirkung zeigte
und mit 500umol/l kein Wachstum mehr feststellbar war, wurde diese Gruppe in
den folgenden Versuchen weggelassen, so dass wieder 6 verschiedene Wirk-

stoffkombinationen untersucht wurden (siehe Abbildung 3.15.).
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Der Einfluss von 250umol/l 6FDA in
Kombination mit 10 und 100umol/l Ascorbat auf
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ABBILDUNG 3.15. Der Einfluss von 250umol/l 6-Fluordopamin und 10 und 100pmol/l Ascorbat in
auf die Koloniebildung himatopoetischer Stammzellen, Versuch 1: Die Zellen wurden 1 Stunde mit
den Wirkstoffen inkubiert und dann fiir 14 Tage kultiviert. Es wurde die einfache Standardabweichung
aufgetragen, die sich immer auf die Gesamtzahl der Kolonien bezieht (rote, weifSe und gemischte
Kolonien). Kontrolle = Kontrollgruppe ohne Wirkstoffe; AA10=10umol/l Ascorbat;
6FDA250=250umol/l 6-FDA; 6FDA500=500umol/l 6-FDA;
6FDA250+10AA=250umol/l 6-FDA+10umol/l Ascorbat;
6FDAS500+10AA=500umol/l 6-FDA+10umol/l Ascorbat

Auch hier bestatigte sich wieder, dass bereits 250umol/l 6-FDA einen sehr deut-

lichen hemmenden Effekt auf die Koloniebildung hatten. Dies lies sich zwar mit
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geringen Ascorbat-Konzentrationen reduzieren, so dass sich das Koloniewachs-
tum in Gegenwart von 10umol/l Ascorbat verdreifachte, die Koloniebildung lag
jedoch noch immer deutlich unter dem der Kontrollgruppe. Erst 100umol/l Ascor-
bat hoben die Wirkung des 6-FDA ganzlich auf. Auffallend war der stark positive
Einfluss von 100umol/I Vitamin C auf das Wachstum der angereicherten Stamm-

zellen.

Diese Effekte sollten in den nachsten Versuchen bestatigt werden (Abbildung
3.16. und Abbildung 3.17.).
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Der Einfluss von 250umol/l 6-FDA in
Kombination mit 10 und 100umol/l Ascorbat auf
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ABBILDUNG 3.16. Der Einfluss von 250umol/l 6-Fluordopamin und 10 und 100umol/l Ascorbat auf
die Koloniebildung hdmatopoetischer Stammzellen, Versuch2: Die Zellen wurden 1 Stunde mit den
Wirkstoffen inkubiert und dann fiir 14 Tage kultiviert. Es wurde die einfache Standardabweichung
aufgetragen, die sich immer auf die Gesamtzahl der Kolonien bezieht (rote, weifSe und gemischte
Kolonien). Kontrolle = Kontrollgruppe ohne Wirkstoffe; AA10 = 10umol/l Ascorbat;
6FDA250 = 250umol/l 6-FDA; 6FDAS500 = 500umol/l 6-FDA; 6FDA250+10AA =
250umol/l 6-FDA+10pmol/l Ascorbat; 6FDA500+10AA = 500pumol/l 6-
FDA-+10umol/l Ascorbat. In der Gruppe AA100 musste ein Wert als ,,Ausreifer weggelassen
werden, da er um 89% vom Mittelwert der iibrigen Werte dieser Gruppe abwich.
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Zu Abbildung 3.16: In diesem Versuch entsprachen die Ergebnisse qualitativ
weitestgehend denen des vorhergehenden Versuchs. Die Gruppe mit 100umol/|
Ascorbat war hier wieder -allerdings nur geringflgig- besser gewachsen als die
Kontrollgruppe. Die wachstumshemmende Wirkung des 6-FDA bestatigte sich
auch hier, allerdings war der schutzende Effekt des Ascorbat sowohl in der Kon-

zentration von 10umol/l als auch bei 100umol/l geringer.

Um die Versuchsreihe zu komplettieren, wurde der Versuch noch ein drittes Mal
wiederholt (Abbildung 3.17.).
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Der Einfluss von 250umol/l 6-FDA in
Kombination mit 10 und 100pmol/l Ascorbat auf
hamatopoetische Stammzellen
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ABBILDUNG 3.17. Der Einfluss von 250umol/l 6-Fluordopamin und 10 und 100umol/l Ascorbat auf
die Koloniebildung hdmatopoetischer Stammzellen, Versuch 3: Die Zellen wurden 1 Stunde mit den
Wirkstoffen inkubiert und dann fiir 14 Tage kultiviert. Alle Werte sind Mittelwerte aus 3 Kulturen. Es
wurde die einfache Standardabweichung aufgetragen, die sich immer auf die Gesamtzahl der Kolonien
bezieht (rote, weife und gemischte Kolonien). Kontrolle = Kontrollgruppe ohne Wirkstoffe;
AA10 = 10pumol/l Ascorbat; 6FDA250 = 250umol/l 6-FDA; 6FDA500 = 500pumol/I
6-FDA; 6FDA250+10AA =250umol/l 6-FDA+10umol/l Ascorbat; 6FDAS500+10AA
= 500pumol/l 6-FDA+10umol/l Ascorbat.

Zu Abbildung 3.17.. Die Ergebnisse entsprachen qualitativ vollstandig den

Ergebnissen aus den beiden vorigen Versuchen, lediglich die Toxizitat des 6-
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FDA schien hier noch etwas ausgepragter zu sein, sowohl mit als auch ohne

Ascorbat.

3. 2. 3. Einfluss auf die Morphologie der Kolonien

Bei der Auswertung der Versuche fielen neben der unterschiedlichen Anzahl der
Kolonien auch morphologische Unterschiede zwischen den Wirkstoffgruppen
auf. So waren die Kolonien, denen 6-FDA beigegeben wurde, erkennbar kleiner,
unabhangig von der Konzentration des 6-FDA oder der Zugabe von Ascorbat.
Die Gruppe, die 10pmol/l Ascorbat erhalten hatte, verhielt sich im wesentlichen
wie die Kontrollgruppe, zeigt also zahlreiche und groRere Kolonien als in den 6-
FDA-Gruppen. Zur lllustration wurden folgende Fotografien erstellt (Abbildung
3.18.):
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ABBILDUNG 3.18. Morphologie roter und weifler Kolonien bei einstiindiger Inkubation mit 250pumol/l
6-FDA im Vergleich zur Kontrollgruppe, jeweils bei 100facher VergroBerung: 1. Rote Kolonie
(250pmol/1 6-FDA + 100umol/l Ascorbat) 2. Rote Kolonie (Kontrolle, unbehandelt)
3. Weille Kolonie (250umol/l 6-FDA + 100umol/l Ascorbat) 4. Wei3e Kolonie
(Kontrolle, unbehandelt)

Dieses typische Bild zeigt, dass sowohl weil3e als auch rote Kolonien kleiner

oder unreifer waren, wenn sie mit 6-FDA inkubiert wurden.

3. 2. 4. Zusammenfassung der Wirkung von 6-Fluordopamin und
Vitamin C auf die hamatopoetischen Stammzellen

In allen Versuchen zeigte sich eine deutlich wachstumshemmende Wirkung von

6-FDA. Das Koloniewachstum lag in der Gruppe, der 250umol/l 6-FDA zugege-
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ben wurde im Mittel um 90% unter dem der Kontrollgruppe. 10umol/l Ascorbat
zeigten in Kombination mit 250umol/l 6-FDA nur in einem Versuch einen deutli-
chen Schutzeffekt. In den anderen Versuchen war die Toxizitat unverandert, in
einem sogar geringfugig hoher. Allerdings wurde im gleichen Versuch die Toxizi-
tat von 500umol/l 6-FDA durch Ascorbat deutlich gesenkt. Daher kann man
einen rein statistischen Effekt vermuten. Letztlich lasst sich aber hieriber keine
endgultige Aussage treffen. Dagegen hatten 100umol/l Ascorbat in Kombination
mit 6-FDA durchgehend ein hoheres Koloniewachstum zur Folge als in der
Gruppe mit 6-FDA ohne Ascorbat. Es lag im Mittel fast 14mal so hoch. Allerdings

war es immer noch im Mittel knapp 50% unter dem Wachstum der Kontroll-

gruppe.

3. 3. Der Einfluss von Vitamin C auf hdamatopoetische
Stammzellen

3. 3. 1. Wachstumssteigernder Effekt des Vitamin C

Schon bei den ersten Versuchen mit hamatopoetischen Stammzellen fiel auf,
dass die Gruppe, der zu Vergleichszwecken nur 100pmol/l Ascorbat und kein 6-
FDA gegeben wurde, ein deutlich hdheres Wachstum zeigte als die entspre-
chende Kontrollgruppe. Da sich dieser Effekt durch die ganze Versuchsreihe

hindurchzog, soll er in diesem Kapitel nochmals gesondert betrachtet werden.

In einem Vorversuch, der zur Optimierung der ausgesaten Zellzahl und zum
Uberpriifen der Methode dienen sollte, wurden u. a. 250umol/l und 500umol/l
Ascorbat als Dauerinkubation getestet (Daten hier nicht gezeigt). Bei der Aus-
wertung ergab sich ein um 9% gesteigertes Wachstum in der Gruppe, die

500umol/l Ascorbat erhalten hatte. Auch in einem weiteren Versuch, bei dem
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einer Gruppe 600umol/l Ascorbat als Dauerinkubation zugegeben wurde, war
das Wachstum um 28% hdher als das der Kontrollgruppe (Ergebnisse in Abbil-
dung 3.20. dargestellt). In beiden Versuchen wurde zur Auswertung ein Durch-

schnittswert aus je 3 Kulturschalen genommen.

Des weiteren wurde in allen drei in Abbildung 3.15. bis Abbildung 3.17. gezeig-
ten Versuchen unter dem Einfluss von 100umol/l Ascorbat eine Steigerung der
Koloniezahl im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet. Das Wachstum lag im

ersten Versuch 29%, im zweiten 14% und im dritten 33% uUber dem der Kontroll-

gruppe.

3. 3. 2. Auswertung nach Kolonietypen

Da hamatopoetische Stammzellen in verschiedene Blutzellen ausdifferenzieren
konnen, stellt sich die Frage, welcher Zelltyp von diesem wachstumssteigernden
Effekt betroffen ist.

In Abbildung 3.19.a-c sind die Ergebnisse des Einflusses von 100umol/l Ascor-
bat (1 Stunde Inkubation) auf das Wachstum der weil3en, roten und gemischten

Kolonien dargestellt:
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c Koloniezahl der Kontrollgruppe und nach
1stiindiger Inkubation mit 100pmol/l Ascorbat
getrennt nach Kolonieart
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ABBILDUNG 3.19. Vergleich der Koloniezahl zwischen der Kontrollgruppe und nach 1stiindiger
Inkubation mit 100pmol Ascorbat getrennt nach Kolonieart, Ergebnisse aus A Versuch1 B
Versuch 2 C Versuch 3: Die Zellen wurden 1 Stunde mit den Wirkstoffen inkubiert und dann fiir 14
Tage kultiviert. Die Werte sind Mittelwerte aus 3 Kulturenschalen. Es wurde die einfache
Standardabweichung aufgetragen.

In der Tendenz zeigt sich, dass die Versuchsgruppen, die mit 100umol/l Ascor-
bat behandelt wurden, eine gréfiere Zahl von weilden und von gemischten Kolo-

nien ausbildeten.

Zuletzt wurde noch der Versuch, der als Dauerinkubation mit 600umol/l Vitamin
C durchgefihrt wurde, nach Kolonietypen ausgewertet. Dabei ergab sich das

folgende in Abbildung 3.20. gezeigte Bild:
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ABBILDUNG 3.20. Vergleich der Koloniezahl zwischen der Kontrollgruppe und nach Dauerinkubation
mit 600pmol/l Ascorbat getrennt nach Kolonieart. Die Zellen wurden 1 Stunde mit den Wirkstoffen
inkubiert und dann fiir 14 Tage kultiviert. Die Werte sind Mittelwerte aus 3 Kulturenschalen. Es wurde
die einfache Standardabweichung aufgetragen.

Wie in jedem der vorrangegangenen Versuche war auch hier die Wirkung auf
die gemischten Kolonien mit einem um 62% gesteigerten Wachstum am ausge-
pragtesten. Im Gegensatz zu den einstliindigen Inkubationen schien hier aber
die rote Reihe mit ca. 50% mehr Wachstum vom Ascorbat zu profitieren, wah-
rend die weilde unverandert blieb. Insgesamt ergaben sich aber auch mit der

Dauerinkubation 42% mehr Kolonien als in der Kontrollgruppe.

Fazit. Bei der Planung der Arbeit wurden die koloniebildenden Tests als einfach
durchflhrbare Testsysteme gewahlt, um grobe Abweichung des Zellwachstums,
wie sie bei Zugabe von 6-FDA entstehen, zu erkennen. Geringfugigere Wachs-
tumsunterschiede, wie sie bei Zugabe von 100umol/l Ascorbat entstehen, sind

damit schwer nachzuweisen. Die Standardabweichung der einzelnen Versuche
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ist hoch und die Ergebnisse schwanken von Versuch zu Versuch stark (eventuell
aufgrund der Tatsache, dass die Zellen von unterschiedlichen Spendern stamm-
ten). Ferner wurde bei der Planung der Versuche kein besonderes Augenmerk
auf die Unterscheidung der verschiedenen Kolonietypen gelegt. Die Auszahlung
nach Kolonietypen ist daher in dieser Versuchsreihe mit Unsicherheiten behaf-
tet.

Versucht man dennoch die Wirkung des Ascorbats auf die verschiedenen Kolo-
nietypen zu erfassen, ergibt sich folgendes Bild: Einzig die starke Zunahme bei
den gemischten Kolonien zieht sich durch alle 4 Versuche durch. Von den ande-
ren beiden Reihen scheint eher die weil3e eine Wachstumszunahme zu erfah-
ren, da sich in zwei Fallen mehr Kolonien gebildet haben und nur in der
Dauerinkubation -bei einer weitaus hoheren Dosis Vitamin C- weniger. Die Dau-
erinkubation mit 600umol/l Ascorbat wurde jedoch nur einmal durchgefuhrt und
auch hier sind die Standardabweichungen hoch. Eine endgultige Aussage zur
Wirkung von 600umol/l Ascorbat auf hamatopoetische Stammzellen in einer

Dauerinkubation ist mit diesen Daten daher nicht moglich.

In jedem Fall jedoch zeichnet sich ab, dass Ascorbat tendenziell einen positiven
Effekt auf die Koloniebildung hat. Es scheint daher sinnvoll diesem Phanomen
nachzugehen, da die Applikation von Ascorbat klinisch nach einer Stammzell-
transplantation eine Verbesserung des Anwachsens der Stammzellen und damit

der Erholungsrate bewirken konnte.

3. 3. 3. Unterschiede in der Form und GroRe der Kolonien nach
Ascorbatbehandlung

Neben einer Zunahme in der Zahl der Kolonien wurde in den Versuchen noch
beobachtet, dass die Morphologie der Kolonien in den verschiedenen Gruppen

unterschiedlich war. Die Kolonien in der Gruppe mit 100 ymol/l Vitamin C waren
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durchweg grol3er als die der Kontrolle. Auch die Zuordnung zu einer der Grup-

pen ,weil}®, ,rot“ oder ,gemischt® fiel schwerer. Zur lllustration wurden die folgen-

den Fotografien erstellt, die als typisch angesehen werden kénnen (Abbildung
3.21.):

ABBILDUNG 3.21. Morphologie roter und weiller Kolonien bei einstiindiger Inkubation mit 100pumol/l
Vitamin C im Vergleich zur Kontrollgruppe, jeweils bei 100facher VergroBerung: 1. Rote Kolonie
mit 100umol/l Vitamin C 2. Rote Kolonie der Kontrolle 3. Weifle Kolonie mit
100pumol/1 Vitamin C 4. Weille Kolonie der Kontrolle

Zunachst stellt man fest, dass die Kolonien, denen Ascorbat gegeben wurde,
grolder sind als die der Kontrollgruppe. Daneben fallen aber auch Unterschiede

in der Form dieser Kolonien auf. Die Zellen sind in diesen Kolonien weniger dicht
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gelagert, sondern scheinen sich Uber ein groReres Areal verteilt zu haben, so
dass auch die Form, insbesondere der roten Kolonien, ausgefranster und weni-
ger kompakt erscheint. Im Laufe der Versuche erwies sich, dass zunachst alle
Kolonien eine Form wie die in der Kontrollgruppe hatten, und erst nach einer lan-
geren Wachstumsphase die zerstreuten, weniger fokussierten Kolonien auf-
tauchten. In der Gruppe, die mit 100umol/l Ascorbat behandelt wurde,

erscheinen die Kolonien daher nicht nur gréf3er, sondern auch reifer.

3. 3. 4. Zusammenfassung der Wirkung von Vitamin C auf
hamatopoetische Stammzellen

Werden hamatopoetische Stammzellen mit 100umol/l Vitamin C fir 1 Stunde
behandelt, so zeigen sich in einem anschlielRend durchgefuhrten koloniebilden-
den Test mehr Kolonien als in der unbehandelten Gruppe. Die Zahl der Kolonien
liegt in den so behandelten Gruppen im Durchschnitt um etwa 30% Uber der

Kontrollgruppe. Bei der Auswertung nach den Koloniearten ,rot, ,weil}",
,gemischt” ergiebt sich die hdochste Steigerung bei den gemischten Kolonien und
eine weitere deutliche Steigerung bei den weilten Kolonien, wahrend die Anzahl
der roten Kolonien im wesentlichen unverandert bleibt. Morphologisch sind die
Kolonien in der mit Ascorbat behandelten Gruppe groRer und reifer als die der
Kontrollgruppe. Eine Dauerinkubation mit 600umol/l Vitamin C oder mit

500umol/l fihrte hier ebenso zu einer Zunahme der Kolonien.
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4. Diskussion

4. 1. Perspektiven des 6-Fluordopamins fiir die
Behandlung des Neuroblastoms

Die Behandlung des Neuroblastoms in fortgeschrittenen Stadien vor allem bei
alteren Kindern, der sogenannten Hochrisikogruppe, bleibt nach heutiger Sicht
weiter problematisch. Zwar hat die Hochdosischemotherapie in Kombination mit
autologer Stammzelltransplantation die Prognose verbessert, es bleibt aber
dabei, dass mehr als die Halfte der Kinder in der Hochrisikogruppe an ihrer
Erkrankung versterben. Da die Dosierung der herkdbmmlichen Chemotherapeu-
tika ausgereizt scheint, bleibt als einzige Moglichkeit, nach neuen Formen der
Behandlung zu suchen, die spezifisch die Tumorzellen abtoéten, ohne gleichzei-
tig den anderen Zellen des Korpers zu schaden. Eine solche Methode wird aller
Wahrscheinlichkeit nach in absehbarer Zeit immer nur in Kombination mit der
Hochdosischemotherapie erfolgversprechend sein. Daher muss es eine
Behandlung sein, die mit den herkdmmlichen Chemotherapeutika und beson-
ders mit der autologen Stammzelltransplantation vereinbar ist oder sich im

besten Fall mit ihr erganzt.

Die entnommenen und nach der Therapie (Konditionierung) zuriickgegebenen
autologen hamatopoetischen Stammzellen kénnen mit Tumorzellen verunreinigt
sein, da die Oberflache der Neuroblastomzellen den Oberflachenmarker CD34
tragen kénnen, der als Kriterium flr die Anreicherung der hamatopoetischen
Stammzellen dient. Da die mit den Stammzellen zurtckinfundierten Tumorzellen
mit der heute gebrauchlichen Methode folglich keine Behandlung erfahren

haben, kénnen sie fur einen Teil der Rezidive nach einer solchen Behandlung
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verantwortlich sein. Fir die Suche nach einem Wirkstoff, der selektiv die Neuro-
blastomzellen abtbtet, hat es viele Vorteile, wenn er nur ex vivo an einem
Stammzelltransplantat angewandt wird, da er nur seine Vertraglichkeit mit den
hamatopoetischen Zellen unter Beweis stellen muss. Es wurde daher in dieser
Arbeit ein besonderes Augenmerk auf den Einsatz des verwendeten Wirkstoffs

zur Reinigung hamatopoetischer Stammzellen gelegt.

Ausgehend von der Annahme, dass der Noradrenalin-Transporter (NA-T) nur in
der Membran von sympathischen Nervenzellen und in vielen Neuroblastomzel-
len exprimiert wird, nicht aber in den hamatopoetischen Stammzellen, sollte es
maoglich sein, eine Substanz zu finden, die dadurch selektiv wirkt, dass sie nur in
die Neuroblastomzellen aufgenommen wird. Eine solche Substanz muss zum
einen den Katecholaminen, die vom NA-T mit hoher Affinitat aufgenommen wer-
den, ahnlich sein und zum anderen innerhalb der Zelle eine toxische Wirkung
entfalten. Bereits vor einigen Jahren glaubte man, eine solche Substanz mit dem
6-Hydroxydopamin (6-OHDA) gefunden zu haben. Es zeigte sich jedoch, dass
6-OHDA bei physiologischem pH-Wert extrem schnell unter Bildung reaktiver

Sauerstoffverbindungen (insbesondere H,O,) autooxidiert, bevor es mit Hilfe

des NA-T in die Zielzelle aufgenommen werden kann. Daher hat es lediglich
eine unspezifisch toxische Wirkung, die auf interstitiell freigesetzte reaktive Sau-
erstoffverbindungen zurlckgeht und unabhangig von der Expression des NA-T

ist.

In Zusammenarbeit mit Prof. Stegmann vom Institut fir Organische Chemie an
der Universitat Tubingen wurde eine Substanz entwickelt, die diesen Nachteil
nicht zu haben scheint: 6-Fluordopamin wird bei pH-Werten von 7,4 nur allmah-
lich (innerhalb von 1-2 Stunden) in 6-OHDA umgewandelt. Somit verbleibt
genug Zeit fur die Aufnahme durch den NA-T.
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4. 2. Bewertung der Methoden

4. 2. 1. Bewertung der Methode bei den Neuroblastomkulturen

4.2.1.1. Bewertung des MTT-Tests

Der MTT-Test ist ein schnelles, einfaches und zuverlassiges Verfahren zur Mes-
sung der Vitalitat der verwendeten Zellkulturen und der Zytotoxizitat des ange-
wandten Wirkstoffes. Da die gemessene Extinktion proportional zur
Formazankonzentration ist und diese wiederum proportional zur Anzahl der
Uberlebenden Zellen, ist dieses Verfahren sehr gut geeignet, um quantitative
Angaben Uber die Uberlebenden Zellen zu erhalten und ist daher ein gutes Mal}
fur die Zytotoxizitat des Wirkstoffes. Dank der 96-Loch-Platten und des ELISA-
Readers kann eine groflde Anzahl an Versuchen in kurzer Zeit und mit geringem
Aufwand durchgefuhrt werden (Slater et al., 1963; Mosmann, 1983; Hussain et
al., 1993). Die Methode hat eine gute Sensitivitat.

Beide in dieser Arbeit verwendeten Neuroblastomzelllinien wachsen adharent,
weshalb bei der Durchfihrung des Versuchs 96-Loch-Platten mit flachem
Boden, auf dem die Zellen gut anwachsen konnen, verwendet wurden. Der Vor-
teil bestand darin, dass die wirkstoffhaltige Nahrlosung nach Ablauf der Inkubati-
onszeit bequem abgesaugt werden konnte und somit eine Beeinflussung des
MTT-Tests, besonders durch Ascorbat, ausgeschlossen war. Starkere Abwei-
chungen vom durchschnittlichen Wachstum kamen in einzelnen Wells gelegent-
lich vor, es zeigte sich jedoch, dass diese bevorzugt in den Randbereichen der

96-Loch-Platte lagen. Sie wurden daher in allen Versuchen nicht genutzt.

98




Bewertung der Methoden

4. 2. 1. 2. Vergleichbarkeit der Zellkulturen mit enthommenen
Neuroblastom-Tumoren

Unter den zahlreichen in der medizinischen Forschung verwendeten Nerobla-
stomzelllinien gilt die Zelllinie SK-N-SH als eine fur diesen Tumor typische Zellli-
nie. Dennoch ergeben sich in Untersuchungen Unterschiede zwischen dieser
Zelllinie und entnommenen Tumorproben. So wurde zum Beispiel bei der Zellli-
nie SK-N-SH festgestellt, dass die Expression des Enzyms Tyrosinhydroxylase
negativ korreliert mit der Expression des NA-T (Lode et al., 1995). Dies schien
zunachst schlussig, da Zellen, die uber eine hohe Expression der Tyrosinhydro-
xylase viele Katecholamine produzieren, weniger Katecholamine aus der Umge-
bung aufnehmen miuissen. Untersuchungen an Tumorproben ergaben jedoch
daraufhin eine positive Korrelation von Tyrosinhydroxylase und NA-T (Seitz,
2000).

Unter 33 untersuchten entnommenen Proben von Neuroblastomtumoren wurde
bei RT-PCR-Untersuchungen (Reverse-Transkriptase-PCR) nur in drei Fallen
keine m-RNA oder eine nur sehr geringe Menge m-RNA fur den NA-T gefunden
(Seitz, 2000). Die Tumorzellen ohne NA-T m-RNA waren jedoch alle als Tumor-
stadium | (nach INSS siehe Kapitel 1. 1. 1. 1. auf Seite 1) klassifiziert worden.
Dieses Stadium ware fir die vorliegende Arbeit ohnehin nicht relevant, da dieses
Stadium rein chirurgisch therapiert wird. Die anderen 30 Tumorproben expri-
mierten die m-RNA fur den NA-T, darunter auch alle 8 untersuchten Proben von
Tumoren im Stadium 4. In einer semiquantitativen Analyse wurde daraufhin die
Menge der m-RNA mit der Expression von GAP-DH verglichen, in der Annahme,
dass die Expression dieses Enzyms in den Tumorproben naherungsweise kon-
stant bleibt. Dabei ergab sich eine sehr unterschiedliche Expression des NA-T,
bei der die hochsten gemessenen Werte 10 mal hoher als die niedrigsten
gemessenen Werte lagen. Im Durchschnitt war die Expression in den Tumorpro-

ben jedoch im Vergleich zur Zelllinie SK-N-SH etwa um 20% hdher.
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Funktionelle Untersuchungen zum NA-T von Neuroblastom-Tumorproben wur-
den an groRReren Patientenkollektiven im Zusammenhang mit der MIBG-Szinti-
grahie durchgefiihrt (Geatti et al., 1985), da auch die Aufnahme von MIBG Uber
den NA-T erfolgt. Auch dabei zeigte sich, dass beim Uberwiegenden Teil (ca.
90%) der untersuchten Patienten die Neuroblastomtumorzellen MIBG anreicher-
ten und daher den NA-T besallen (Muller-Gartner et al., 1986).

Man kann also davon ausgehen, dass im Bezug auf die Aufnahme von 6-
Fluordopamin (6-FDA) die untersuchte Zelllinie SK-N-SH reprasentativ fur den
Durchschnitt der Neuroblastomtumoren ist, dass jedoch die Unterschiede im
Bezug auf die Expression des NA-T hierbei grof3 sind, d. h. einige Tumoren soll-
ten 6-FDA sehr viel besser aufnehmen als andere und durften daher auch
wesentlich besser auf eine mogliche Behandlung ansprechen. Andere Tumoren

durften es deutlich schlechter aufnehmen, als fur die SK-N-SH-Linie gezeigt.

4. 2. 2. Bewertung des koloniebildenden Tests

Koloniebildende Testsysteme sind bei der Untersuchung hamatopoetischer Zel-
len eine gebrauchliche Methode. Sie werden oft in Transplantationslaboren ver-
wendet, um die Qualitdt der gesammelten Stammzellen zu ermitteln
(Niederwieser et al., 1995; Gilabert et al., 1994). Dabei hat sich gezeigt, dass die
Zahl der CFUs (=colony forming units), d.h. die Zahl der koloniebildenden Ein-
heiten, deutlich besser mit der Regenerationszeit des Transplantats korreliert als
die alleinige Bestimmung der Zahl der nuklearen Zellen (Graham-Pole et al.,
1991). Unter Regenerationszeit versteht man hierbei die Zeit bis zum Anwach-
sen des Transplantats und der Wiederaufnahme der blutbildenden Aktivitat.
Auch bei Untersuchungen zur Effektivitat von Purging-Methoden werden kolo-
niebildende Tests haufig verwendet (Reynolds et al., 1986; Saarinen et al.,

1985; Bast et al., 1985). Der Test ist dabei ohne grof3en apparativen Aufwand
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durchzufihren und sehr sensitiv, da bereits kleine Einschrankungen im Wachs-

tum der Zellen zu einer deutlichen Verringerung der Zahl der Kolonien fuhrt.

4. 2. 3. Unterschiede zwischen beiden verwendeten
Testsystemen

Obwohl es in den Versuchen letztlich darum ging, eine Substanz zu finden, die
die Neuroblastomzellen abtotet und unter denselben Bedingungen die Stamm-
zellen verschont, sind die angewandten Methoden quantitativ nicht vergleichbar.
Der koloniebildende Test reagiert wesentlich empfindlicher auf Veranderungen
der Wachstumsbedingungen als der MTT-Test, da bereits eine kleine Einschran-
kung der Wachstumsfahigkeit der Zellen die Koloniebildung weitgehend unter-
dicken kann. Ursprunglich wurde davon ausgegangen, dass die
hamatopoetischen Zellen durch die 6-FDA-Gabe nicht wesentlich beeinflusst
wurden. Aus den Versuchen ergibt sich jedoch, dass 6-FDA bei einstundiger
Inkubationszeit sowohl in einer Konzentration von 250uM als auch von 500um
die Koloniebildung betrachtlich hemmt. Die Wirkung kann mit hohen Mengen

(100uM) Ascorbat teilweise aufgehoben werden.

Obwohl die Koloniebildung im vorliegenden Versuch betrachtlich gehemmt
wurde, gibt es Beispiele dafur, in denen man trotz vergleichbar schlechter Daten
eine klinische Studie zur Reinigung von autologem Knochenmark begonnen hat.
So wurde bei einigen malignen Erkrankungen, wie der akuten myeloischen
Leukamie (AML) oder dem Plasmozytom, der Versuch unternommen, das nach
der Hochdosis-Therapie zurickgegebene Knochenmark vorher mit Mafosfamid
(Asta-Z-7654) zu reinigen. Die Effekte von Mafosfamid auf die Koloniebildung
waren dabei verheerend und bei 100ug/ml war die Koloniebildung um 90%
geringer (Olivieri et al., 1997; Makrynikola et al., 1991). Trotz der stark toxischen

Wirkung auf die Koloniebildung wurde bei fast allen Patienten ein Anwachsen
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der Stammzellen nach Ricktransfusion beobachtet (Nagler et al., 1993; Coll-
eselli et al., 1991). Das Anwachsen des Knochenmarks verlief bei einigen Pati-
enten jedoch langsamer als es bei unbehandeltem Knochenmark zu erwarten
gewesen ware. Es ist somit nicht ganzlich auszuschlieen, dass eine klinische
Studie zur Stammzellreinigung mit 6-FDA trotz der vorliegenden Ergebnisse
erfolgreich sein kdnnte. Man muss dabei jedoch bedenken, dass es auch Hin-
weise gibt, die andeuten, dass eine zu langsame Wiederherstellung des Immun-
systems nach autologer Stammzelltransplantation die Prognose verschlechtert
(Reimer et al., 2003), da ein intaktes Immunsystem flir die Bekampfung der mali-
gnen Zellen wichtig ist. Es muss daher die Reinigung des Knochenmarks gegen
die schnellere Immunrekonstitution sorgfaltig abgewogen werden. Wichtig waren
dabei weitere Untersuchungen an Stammzellen und an Neuroblastomzellen mit
Tests, deren Ergebnisse sich quantitativ besser vergleichen lassen. Moglich ist
dies mit Hilfe von koloniebildenden Stammzellassays (Salmon-Assays) mit Neu-
roblastomzellen. Diese sind allerdings weitaus zeitaufwendiger als der MTT-

Assay.

4. 3. Interpretation der Ergebnisse
4. 3. 1. Grunde fur die schwache Wirkung des 6-Fluordopamins

4. 3. 1. 1. Unterschiedliche Empfindlichkeit der Neuroblastom-
Zelllinien gegenuber reaktiven Sauerstoffverbindungen

6-OHDA und 6-FDA entfalten ihre Wirkung auf die Zellen durch die Abgabe von
reaktiven Sauerstoffverbindungen. Im Falle des 6-OHDA werden diese Sauer-
stoffverbindungen aufgrund der sehr schnellen Autooxidation der Verbindung
bei neutralem pH bereits im extrazellularen Bereich gebildet, so dass die selek-

tive Wirkung verloren geht und nur eine unspezifische Wirkung zu beobachten
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ist. Dabei zeigte sich deutlich, dass die Zelllinie, die keinen NA-T besitzt, also
die SK-N-LO-Linie, wesentlich empfindlicher auf den Wirkstoff reagierte, als die
SK-N-SH-Linie, die den NA-T exprimiert. Bereits vor Beginn der Arbeit waren
mehrere Grinde daflr bekannt. So exprimieren SK-N-LO-Zellen die Katalase
nicht, und sie exprimieren deutlich weniger m-RNA fur das Enzym Glutathion-
Peroxidase (Seitz, 2000). Beide Enzyme sind wesentlich beteiligt am Abbau von

reaktiven Sauerstoffen, besonders H,O,. Es konnte dementsprechend gezeigt
werden, dass H,0, in SK-N-LO-Zellen eine deutlich langere Halbwertszeit

besitzt als in Zellen der SK-N-SH-Linie (Gebhardt, 1997; Hagemann, 1999).

Ebenso wurde nachgewiesen, dass eine langere Einwirkzeit von H,0, die Zel-

len starker schadigt als eine kurze Einwirkzeit (Schrauffstatter et al., 1988). Es
war also bei Verwendung von 6-OHDA eine wesentlich starkere Empfindlichkeit
der SK-N-LO-Linie zu erwarten gewesen. Im Falle des 6-FDA liegen die Dinge
anders: 6-FDA wird bei neutralem pH langsam (im Minuten bis Stundenbereich)
in 6-OHDA umgewandelt, d. h. es steht gentgend Zeit zur Verfligung, dass ein
erheblicher Teil der Substanz von NA-T exprimierenden Zellen aufgenommen
wird, bevor die Umwandlung zu 6-OHDA erfolgt. Um diesem Umstand Rech-
nung zu tragen wurde die Wirkung von 6-FDA vergleichend auf eine NA-T expri-
mierende Zelllinie (SK-N-SH) und eine nicht exprimierende Zelllinie (SK-N-LO)

vergleichend untersucht.

Da die vorliegende Arbeit vor allem mit dem Ziel durchgefiuhrt wurde hamato-
poetische Stammzellen von Neuroblastomzellen zu reinigen, kam es jedoch
auch auf die Toxizitat gegenuber den hamatopoetischen Stammzellen an. Diese
exprimieren sowohl Katalase als auch Glutathion-Peroxidase. Es war also
zunachst zu erwarten gewesen dass die Selektivitat von 6-FDA zwischen den
SK-N-SH-Zellen und den hamatopoetischen Stammzellen hdher ist als zwischen
den SK-N-SH-Zellen und den SK-N-LO-Zellen. Dies war jedoch nicht der Fall.
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Neben den in Kapitel 4. 2. 3 genannten Unterschieden der angewandten Testsy-

steme kommen dafiur weitere Griinde in Betracht.

4. 3. 1. 2. Expression des Noradrenalin-Transporters innerhalb einer
Zelllinie

Wahrend bei Gabe von 250uM 6-FDA lediglich etwa 40-50% der SK-N-SH-Zel-
len abgetdtet wurden, waren es bei einer aquimolaren Menge 6-OHDA etwa
80%, bei der SK-N-LO-Linie sogar uber 90% nach 1stindiger Inkubation. Dieser

relativ gro3e Unterschied kann wie folgt erklart werden:

1. Durch die schnelle Autooxidation des 6-OHDA wird sehr schnell eine grol3e
Menge reaktiver Sauerstoffverbindungen gebildet. Im Gegensatz dazu fallen
pro Zeiteinheit bei Inkubation mit 6-FDA diese reaktiven Sauerstoffmetabolite
viel langsamer an, die Zelle hat also mehr Zeit, mit diesem oxidativen Stress

fertig zu werden.

2. Neuroblastomtumoren gelten generell als sehr heterogen hinsichtlich ihres
Differenzierungsgrades und ihrer Eigenschaften. Dies gilt auch innerhalb
etablierter Zelllinien. So konnte Ross et al., 1981 zeigen, dass sich die
Katecholamin-Synthese, wie auch die Expression der dafur notwendigen
Enzyme von Zelle zu Zelle stark unterscheidet und u.a. auch abhangig vom
Wachstumszustand der jeweiligen Zelle ist. Es ist anzunehmen, dass das
auch fur die Expression des NA-T gilt. Die Funktionsfahigkeit des NA-T lasst

sich beurteilen, indem man eine Substanz, die nur Uber den NA-T

aufgenommen wird, in der Zelle nachweist. Daflr bietet sich [131I]mIBG an.
Es gelangt Uber den NA-T in die Zelle und lasst sich dank seiner

Radioaktivitat leicht nachweisen. Dabei wurde festgestellt, dass lediglich 10

Prozent der Zellen einer SK-N-SH-Linie eine eindeutige [131 ImIBG-
Aufnahme zeigten (Guerreau et al., 1990). Diese Ergebnisse sind jedoch

lediglich eine Momentaufnahme. Hangt auch die NA-T-Expression vom
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Zellwachstum ab, so konnten Zellen in einer anderen Passage mit starkerem
oder schwacherem Wachstum durchaus ein anderes Aufnahmeverhalten
zeigen. Es sind also weitere Untersuchungen notwendig, um zu zeigen, wie
viele der Neuroblastomzellen einer SK-N-SH-Linie tatsachlich funktionsfahige
NA-T in ihrer Membran haben. Erst daraus kann dann auf die Wirksamkeit

des 6-FDA geschlossen werden.

Far die Zelllinie SH-SY5Y, einer Tochterzelllinie der SK-N-SH-Linie wurde
berichtet, dass sie nach 13-tagiger Behandlung mit Retinoiden in eine differen-
ziertere Form Ubergeht (Preis et al., 1988). Wahrend die undifferenzierte Form
dabei mIBG nur langsam und nur in geringen Mengen aufnahm, konnte nach der
Behandlung eine deutlich beschleunigte mIBG-Aufnahme beobachtet werden
(lavarone et al., 1993). Dieser Versuch zeigt, dass es maogliche sein sollte, die
Zahl der NA-T in der Membran von Neuroblastomzellen zu steigern und damit
auch die Wirksamkeit von 6-FDA zu erhohen. Bisher fehlen jedoch noch geeig-
nete Konzepte, mit denen eine solche Steigerung der membranstandigen NA-T
wahrend eines Purgings der hamatopoetischen Zellen durchgefuhrt werden

kann.

4. 3. 2. Grunde fur die Empfindlichkeit der hamatopoetischen
Stammzellen gegenuber 6-Fluordopamin und mogliche
GegenmafRnahmen

4. 3. 2. 1. Der Dopamin-Transporter der hamatopoetischen
Stammzellen

6-FDA hatte auf die Neuroblastomzellen eine selektive Wirkung und totete
bevorzugt die SK-N-SH-Zellen ab, die den NA-T exprimieren -obwohl die NA-T
negativen SK-N-LO-Zellen prinzipiell empfindlicher gegen reaktive Sauerstoff-

metabolite sind. Uberraschend war jedoch die starke Hemmung der Koloniebil-
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dung bei den hamatopoetischen Stammzellen. Da die Stammzellen Katalase
und Glutathion-Peroxidase exprimieren (Gonzales et al., 1984) und allgemein
als weniger empfindlich gegenlber reaktiven Sauerstoffverbindungen gelten

(Bruchelt et al., 1985), reicht die unspezifische extrazellulare Bildung von H,0,

nicht als Erklarung aus. Auf der anderen Seite scheint sich der Mechanismus,
Uber den 6-FDA seine toxische Wirkung auf die Stammzellen entfaltet, nicht
wesentlich von der Wirkung auf die Neuroblastomzellen zu unterscheiden. Denn
hohe Mengen an Ascorbat, die die Umwandlung in 6-OHDA und damit die Frei-

setzung von H,O, reduzieren, konnten die Toxizitat fur die Stammzellen teil-

weise aufheben. Es liegt daher nahe anzunehmen, dass 6-FDA in die
hamatopoetischen Zellen ebenfalls aufgenommen wird und sich dort genauso
verhalt wie in den SK-N-SH-Zellen und durch Umwandlung in 6-OHDA und Frei-

setzung von H,0,, die Zellen irreversibel schadigt.

Zyrafete Kuci aus unserem Labor hat in der Zwischenzeit mit PCR-Untersuchun-
gen gezeigt, dass auch hamatopoetische Stammzellen geringe Mengen an NA-
T exprimieren. Daruber hinaus haben sich in den letzten Jahren neue Erkennt-
nisse Uber den Dopamin-Transporter ergeben. Wahrend man friher annahm,
dass Dopamin und damit auch der Dopamin-Transporter nur in den Nervenzel-
len als Neurotransmitter eine Rolle spielen, so weil3 man heute, dass es eine
enge anatomische (Felten, 1993) und auch funktionelle Beziehung (Friedman et
al., 1997) zwischen dem Immunsystem und den Nervenendigungen gibt. Diese
Beziehung scheint auch pathophysiologische Bedeutung zu haben, z. B. bei der
Multiplen Sklerose (Chelmika-Schorr et al., 1994). Der Dopamin-Transporter
wurde in der Membran von Lymphozyten nachgewiesen (Bergquist et al., 1994;
Faraj et al., 1995). Dabei wurden immunfluoreszierende Antikorper, die spezi-
fisch an das Carboxy- bzw. an das Amino-terminale Ende des Dopamin-Trans-
porters binden, mit den Lymphozyten inkubiert und dabei zeigte sich eine

spezifische Farbung der Plasmamembran der gesamten Lymphozyten-Popula-
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tion. Ebenso konnte man zeigen, dass die Lymphozyten Dopamin aufnehmen
konnen, und dass diese Dopaminaufnahme durch verschiedene Pharmaka wie
Mazindol, GBR 12909 oder Benzotropin gehemmt werden kann (Amenta et al.,
2001). Diese Pharmaka hemmen charakteristischerweise die Aktivitat des Dopa-
min-Transporters. Desimipramin, eine Substanz, die vor allem den NA-T blok-
kiert, war erst in sehr hohen Konzentrationen wirksam, Fluoxetin, ein Hemmer
des Serotonin-Transporters zeigte Uberhaupt keine Wirkung. Insbesondere die
Tatsache, dass nicht nur Subpopulationen von Lymphozyten, sondern alle Lym-
phozyten diese Eigenschaften haben, unterstitzte die Vermutung, dass auch die
Vorlauferzellen der Lymphozyten, die hamatopoetischen Stammzellen, den
Dopamin-Transporter besitzen. Marino et al. gelang es 1999 eine Dopamin-Auf-
nahme hamatopoetischer Zellen auch nachzuweisen. Gleichzeitig zeigte er,
dass die hamatopoetischen Stammzellen auch Dopamin synthetisieren (Musso
et al., 1996) und freisetzen konnen. Die Dopamin-Aufnahme dieser Zellen bei
Zugabe von Dopamin-Aufnahme-Hemmern entsprach dabei der gleichen Cha-
rakteristik wie oben fur die Lymphozyten beschrieben und lasst daher vermuten,

dass hamatopoetische Stammzellen den Dopamin-Transporter besitzen.

Im Gegensatz zum NA-T ist der Dopamin-Transporter, wie schon eingangs
beschrieben, ein sehr spezifischer Transporter, der die meisten Katecholamin-
Analoga, z. B. auch mIBG, nicht aufnimmt. Allerdings ist die raumliche Struktur
des 6-FDA dem Dopamin sehr ahnlich. Es unterscheidet sich nur dadurch, dass
ein Wasserstoff am 6. C-Atom durch ein Fluor-Atom ersetzt wurde. Fur die
Grolle von Atomen sind bei kovalenten Bindungen die Kovalenzradien, bei
unterschiedlichen Molekulen die van der Waals-Radien maligeblich. Dabei
nimmt man die maximale Annaherung, die zwischen zwei Atomen des gleichen
Elements an verschiedenen Molekulen moglich ist, zwischen denen nur die van
der Waals-Krafte wirken. Diese wirken auch bei der Wechselwirkung von Dopa-

min mit seinem Transporter. Der van der Waals-Radius von Wasserstoff betragt
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120 pm, der von Fluor 147 pm, was wesentlich weniger ist als der van der
Waals-Radius von anderen in organischen Verbindungen vorkommenden Ele-
menten. So hat Sauerstoff 152 pm, Stickstoff 155 pm, Kohlenstoff 170 pm und
Schwefel 180 pm (Mortimer, 2001). Noch wesentlich groler ist folglich auch der
van der Waals-Radius der Hydroxy-Gruppe des 6-OHDA, da er sich aus dem
Radius des Wasserstoffs und dem des Sauerstoffs zusammensetzt. Es ware
also denkbar und sogar wahrscheinlich, dass 6-FDA genau wie Dopamin durch
den Dopamin-Transporter selektiv in die hamatopoetischen Stammzellen aufge-

nommen wird.

Ein weiterer Transporter fur Katecholamine konnte bei den Lymphozyten nach-
gewiesen werden: der vesikulare Monoamin-Transporter (VMAT) (Amenta et
al., 2001). Er ist fur die aktive Aufnahme der Monoamine in die Speichervesikel
notwendig. Da die Speichervesikel bei der Ausschittung der Katecholamine mit
der Memban fusionieren, konnte er auch in der Zellmembran gefunden werden.
Dabei ist jedoch die Innenseite der Vesikel nach auRen gerichtet, so dass der
aktive Transport aus der Zelle herausfuhrt. Eine Aufnahme relevanter Mengen

an Dopamin ist daher Uber diesen Transporter unwahrscheinlich.

4. 3. 2. 2. Kombination von 6-Fluordopamin mit einem selektiven
Hemmer der Dopamin-Transporters

Die Grundlage der Arbeit beruhte auf der Annahme, dass es mdglich sein muss
Neuroblastomzellen mit 6-FDA spezifisch abzutéten, weil diese mit dem NA-T
einen Transporter in ihrer Membran besitzen, den hamatopoetischen Zellen
wahrscheinlich, wenn Uberhaupt, in weit geringerem Malle exprimieren. Dies
scheint weiterhin wahrscheinlich, da andere Dopamin-Analoga wie mIBG, die
ausschlieBlich vom NA-T aufgenommen werden, sich zwar in der Leber, nicht
aber im Knochenmark anreichern (Muller-Gartner et al., 1986). So ist anzuneh-

men, dass 6-FDA Uber den Dopamin-Transporter aufgenommen wird. Grund-
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satzlich ware es daher moglich, nach einer neuen Substanz zu suchen, die von
dem fur Dopamin spezifischen Dopamin-Transporter nicht aufgenommen wird,
sondern nur vom wesentlich unspezifischeren NA-T. Einfacher ware jedoch 6-
FDA in Kombination mit einem selektiven Hemmer des Dopamin-Transporters
zu kombinieren. Unter den Pharmaka, von denen bekannt ist, dass sie den
Dopamin-Transporter hemmen, z. B. die Antidepressiva Desipramin und Fluoxe-
tin oder auch Kokain, beeinflussen leider die meisten den NA-T ebenfalls (McEI-
vain et al, 1992). Lediglich einige neuere Substanzen, die auf ihre
Anwendbarkeit als Psychopharmaka getestet werden, unter ihnen Vanoxerine
(GBR 12909) (Davids et al., 2002; Preti, 2000), GBR 13119, GBR 12783 (Drouin
et al., 2002), Nomifensin (Palladini et al., 1996) oder Bupropion (Chouinard
1983) sollen selektiv den Dopamin-Transporter hemmen. Da sich in dieser
Arbeit gezeigt hat, dass die Methode an sich funktioniert und NA-T-exprimie-
rende Neuroblastomzellen wie die der SK-N-SH-Linie selektiver abgetdtet wer-
den und da in den Neuroblastomzellen vermutlich lediglich der NA-T und nicht
der Dopamin-Transporter exprimiert wird (Lode et al., 1995), besteht mit Hilfe
dieser Medikamente die Chance, dass damit die 6-FDA-Aufnahme in die
Stammzellen gehemmt wird, ohne die Wirkung auf NA-T exprimierende Neuro-
blastomzellen zu beeintrachtigen. Somit kdnnte die Methode eventuell mit dieser

Modifikation doch noch erfolgreich durchgefuhrt werden.

4. 3. 3. Nutzen der Stammzellreinigung

Schon seit die Hochdosis-Chemotherapie mit autologer Stammzelltransplanta-
tion in der Krebsbekampfung angewandt wird, bemuht sich die Forschung
darum, eine Methode zu finden, um die transplantierten Stammzellen von
Tumorzellen zu befreien. Dies gilt nicht nur flr das Neuroblastom, sondern auch

fur alle Formen der Leukdmie und andere haufig in das Knochenmark metasta-
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sierende Tumoren. Dass eine Reinigung der Stammzellen die Prognose des
Patienten verbessert, wurde lange Zeit als selbstverstandlich vorrausgesetzt,
zumal die Prognose von Patienten, die Knochenmark von einem fremden, allo-
genen Spender erhalten haben, signifikant besser ist, als die von autolog trans-
plantierten (Matthay et al., 1994). Dennoch ist es bisher nicht gelungen mit einer
Methode zur Reinigung autologer Stammzellen die Prognose der so behandel-
ten Patienten zu verbessern (Gorin, 2002) und man kann sich durchaus fragen,
ob Methoden zur Reinigung hamatopoetischer Zellen Uberhaupt einen Vorteil
bringen (Gribben et al., 1993). Die bessere Prognose der Empfanger von frem-
dem Knochenmark erklart man heute eher mit der starken immunologischen
Reaktion des transplantierten Immunsystems als mit der fehlenden Kontamina-
tion durch Tumorzellen. Dabei fuhrt die bestandige AbstoRungsreaktion (Graft-
versus-Host Effekt) der transplantierten immunkompetenten Zellen zu einer ver-
mehrten Reaktion des Immunsystems gegen die Tumorzellen (Graft-versus-
Tumor Effekt). Auch wenn es gelingt, die in der Arbeit vorgestellte Methode, bei-
spielsweise durch den Einsatz von Hemmern des Dopamin-Transporters, in den
kommenden Jahren erfolgreich zu etablieren, wird daher noch zu klaren sein,
inwieweit die durchgefuhrte Reinigung der Stammzellen Uberhaupt einen Ein-

fluss auf die Wirksamkeit der Therapie hat.

Bringt man alle Punkte zusammen, so entstehen doch gewisse Zweifel, ob es
sinnvoll ist, -entgegen der urspringlichen Zielsetzung- eine Substanz wie 6-
Fluordopamin fur eine spatere klinische Anwendung in Betracht zu ziehen:
Eigenschaften die dagegen sprechen sind einerseits, dass nicht alle Neurobla-
stomzellen 6-FDA aufnehmen, andererseits auch die in dieser Arbeit erhobenen
Befunde, dass 6-FDA eine unerwartet hohe Toxizitat gegentber hamatopoeti-
schen Stammzellen aufwies. Nicht zuletzt ist es auch die Tatsache, dass die
bendtigten Konzentrationen zur Abtétung der Zellen recht hoch sind (>200umol/

), sodass auch mit ,Dopamin“-Nebenwirkungen gerechnet werden muss (es ist
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anzunehmen, dass sich 6-FDA pharmakologisch ahnlich wie Dopamin verhalten
wurde). Auf alle Falle scheint 6-FDA dem haufig verwendeten 6-OHDA bei expe-
rimenteller Zerstorung von Zellen, die Katecholamin-Transporter besitzen, tber-
legen zu sein: Die Aussage der ,selektiven Zerstorung“ von Katecholamin-
produzierenden Zellen (z.B. von Dopamin-produzierenden Substantia nigra Zel-
len) durch 6-OHDA ist offensichtlich nur dadurch machbar, dass man ,Kollate-

ralschaden“ beim Einsatz dieser Substanz nur wenig Beachtung schenkt.

Obwohl die Ergebnisse dieser Doktorarbeit nun zu dem Schluss gefuhrt haben,
das Konzept zur Verwendung von 6-FDA zur Therapie des Neuroblastoms fallen

zu lassen, hat sich ein anderer, vielversprechender Ansatz aufgetan: 6-FDA

kann in seiner [18F]—markierten Form zur PET-Analyse eingesetzt werden. An

der Universitatsklinik fur Kinderheilkunde und Jugendmedizin in Tubingen wer-

den zur Zeit Konzepte erarbeitet, diese Substanz in Kombination mit [18F]-Des-

oxyglucose zur Diagnostik und Therapieverlaufskontrolle beim Neuroblastom
einzusetzen. Dabei sollen mit [18F]-6-FDA Katecholamin-aufnehmende Neuro-

blastomzellen erfasst werden, mit [18F]-Desoxyglucose weniger differenzierte,
die mit 6-FDA nicht erfasst werden. Da die Halbwertszeit von Fluor-18 nur ca. 2
Stunden betragt, kdnnen in zeitlich kurzen Abstanden beide fluorierten Verbin-

dungen zum Einsatz kommen. Zur Zeit wird am PET-Zentrum in TUbingen die
Synthese von [18F]6-FDopa etabliert, aus dem mit enzymatischer Decarboxylie-

rung [18F]-FDA hergestellt werden soll.
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4. 4. Zur Wirkung des Vitamin C auf die
hédmatopoetischen Stammzellen

4. 4. 1. Bewertung der Ergebnisse

Die Kombination 6-FDA+Ascorbat wurde in dieser Arbeit verwendet, um die
extrazellulare Umwandlung von 6-FDA zu 6-OHDA zu verzégern und dadurch
die Aufnahme von 6-FDA zu steigern. Dabei zeigte sich bei Kontrollexperimen-
ten, bei denen nur Ascorbat (ohne 6-FDA) eingesetzt wurde, dass Ascorbat
alleine einen steigernden Einfluss auf die Koloniebildung der hamatopoetischen

Stammzellen hat.

In zwei Vorversuchen zeigte sich bei 500uM und 600uM Ascorbat als Dauerin-
kubation ein um 9% (400 Kolonien +/-10, gegenuber 365 Kolonien +/-30 in der
Kontrollgruppe) bzw. 28% (41,6 +/- 21 Kolonien gegenuber 31,3 +/-17 Kolonien
in der Kontrollgruppe) gesteigertes Wachstum. Dabei lag der zweite der beiden
Werte allerdings innerhalb einer Standardabweichung. Auf3erdem wurden diese
beiden Versuche nur als orientierende Vorversuche geplant und nicht 3 mal
durchgefihrt. Das Ergebnis bei Dauerinkubation hat daher keinerlei statistische
Signifikanz, und weitere Versuche dazu sind unerlasslich, bevor eine Aussage
zur Wirkung von Ascorbat als Dauerinkubation auf hamatopoetische Stammzel-

len gemacht werden kann.

Erst die weiteren Versuche wurden bei 100uM Ascorbat und einer Stunde Inku-
bation 3 mal durchgeflihrt. Auch hier lagen die Ergebnisse in zwei der drei Ver-
suche innerhalb einer Standardabweichung. Dennoch war die Anzahl der
Kolonien in allen drei Versuchen hoher als in der Kontrollgruppe und es ergaben

sich durchschnittlich 27% mehr Kolonien bei Inkubation mit Ascorbat.
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Bei der Auswertung der Kolonien nach roten, wei3en und gemischten Kolonien
ergab sich nur in der Gruppe der gemischten Kolonien eine eindeutige Wachs-
tumssteigerung, die sich in allen drei Versuchen zeigte. Daneben waren die
Ergebnisse fur die roten und weilen Kolonien unterschiedlich und weitere Ver-
suche sind notwendig um hier eine eindeutige Aussage treffen zu kénnen. Die
Ergebnisse in dieser Versuchsreihe wirden eher darauf hindeuten, dass die
Reihe der weilten Kolonien starker vermehrt ist. In der Literatur werden bei sol-
chen koloniebildenden Tests die Kolonietypen noch weiter unterschieden. Die
weille Reihe wird untergliedert nach Makrophagen-Kolonien, Granulozyten-
Kolonien und Megakaryozyten-Kolonien (Galli et al., 1994; Zauli et al., 1994;
Lansdorp et al., 1992). Die roten Kolonien werden oft nach fokussierten roten

und zerstreuten roten Kolonien unterschieden.

4. 4. 2. Anwendungsmoglichkeiten der Vitamin C-bedingten
Wachstumssteigerung

In der Vergangenheit wurden schon grof3e Anstrengungen unternommen, um
das Wachstum hamatopoetischer Stammzellen bei Stammzelltransplantation
nach der Konditionierung zu steigern, in der Hoffnung, dadurch ein schnelleres
Anwachsen der Zellen zu erreichen. Klinisch wurden bisher mit Granulozyten-
Makrophagen-Colony-Stimulating-Factor (GM-CSF), Granulozyten-Colony-Sti-
mulating-Faktor (G-CSF) und Erythropoeitin (EPO) signifikante Erfolge erzielt.
Obwohl diese Medikamente teuer sind, werden sie mittlerweile routinemalig
eingesetzt, da sie in der Lage sind, die Phase der Aplasie zu verkurzen, und
damit die Risiken fur den Patienten zu verringern, an therapiebegleitenden noso-
komialen Infektionen zu erkranken (Sohn et al., 2002). Dabei verkirzen diese
Medikamente den Klinikaufenthalt (Linch et al., 1997), verbessern damit die
Lebensqualitat, senken den Verbrauch an Antibiotika und anderer Medikamente

und konnen somit auch die Behandlungskosten reduzieren. Eine auch nur
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geringe Stimulation der Koloniebildung durch Vitamin C kénnte daher von gro-
Rem Interesse sein, da auch minimale Wachstumssteigerungen bei den Stamm-
zellen groRe Vorteile bringen, sowohl fir den einzelnen Patienten als auch mit
Blick auf die Behandlungskosten. Hinzu kommt noch, dass Vitamin C eine unge-
wohnlich gut tolerierte Substanz ist (Friedrich, 1988), und eine Uberdosierung
aufgrund der guten Ausscheidung Uber die Niere als unwahrscheinlich gilt
(Rivers, 1987). Erst bei Einnahme von 10g und mehr Vitamin C scheinen Durch-
fall, Erbrechen und Magenkrampfe als Nebenwirkungen gesichert (Halliwell,
1994). Daneben ist Vitamin C eine Substanz, die von der chemischen Industrie
in grolRer Menge zu vielfaltigen Zwecken gunstig produziert werden kann und
deshalb nur einen Bruchteil der Kosten der oben genannten gentechnisch her-

gestellten Wachstumsfaktoren verursacht.

Im den vorliegenden Versuchen wurden Nahrbdéden verwendet, die die Wachs-
tumsfaktoren EPO (Erythropoeitin), GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen
Colony Stimulating Faktor), IL-3 (Interleukin 3) und SCF (Stem Cell Faktor) zur
besseren Anzuchtbarkeit der hamatopoetischen Zellen enthielten. Gerade in
Kombination mit diesen Substanzen, die teilweise auch in vivo zur Wachstums-
stimulation der Zellen verwendet werden, zeigte sich die Wirkung von Vitamin C.
Es scheint daher sinnvoll, die Mdglichkeit einer kombinierten Gabe von Vitamin
C zusatzlich und den schon heute routinemallig bei autologer Stammzelltrans-

plantation gegebenen Wachstumsfaktoren zu prufen.

Da in den Versuchen eher die Reihe der weilten Kolonien stimuliert wurde,
konnten die Ergebnisse weiterer Untersuchungen auch einen Beleg fur die
immer wieder geaullerte Vermutung sein, dass Vitamin C in der Lage ist, das

Immunsystem positiv zu beeinflussen (Perla, 1941).
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5. Zusammenfassung

Das Neuroblastom ist der zweithaufigste solide Tumor des Kindesalters und hat
in fortgeschrittenen Stadien eine ungunstige Prognose. Da Screeninguntersu-
chungen zur Fruherkennung keine Verbesserung der Heilungschancen erbrach-
ten, lasst sich eine Verbesserung der Prognose lediglich durch eine bessere
Therapie, vor allem im fortgeschrittenen Stadium, erreichen. Die Therapie in fort-
geschrittenen Stadien besteht dabei in einer Hochdosischemotherapie mit Kon-
ditionierung und anschlielender Reinfusion eigener Stammzellen. Dabei weil}
man, dass die nach der Therapie reinfundierten Stammzellen haufig bereits von
Tumorzellen befallen sind. Zur Reinigung der autologen Stammzellen lasst sich
theoretisch die Tatsache nutzen, dass Neuroblasomzellen in ihrer Membran den
Noradrenalin-Transporter (NA-T) besitzen, der den meisten menschlichen Zellen
fehlt. Hierzu bendtigt man eine Substanz, die selektiv Uber den NA-T aufgenom-
men wird und in der Zelle toxisch wirkt. Die selektive Aufnahme von Noradrena-

lin-Analoga in Neuroblastomzellen wird heute bereits diagnostisch mit der

[123J]mIBG-Szintigraphie zur Suche von Metastasen genutzt.

Von der Substanz 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) erhoffte man sich, dass sie von
den Neuroblastomzellen Uber den Noradrenalin-Transporter aufgenommen wer-
den kann, und diese unter Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen zer-
stort. Es stellte sich aber heraus, dass 6-OHDA in wassriger Losung in sein
Chinon umgewandelt wird, bevor es von den Zellen aufgenommen werden kann.
Dadurch kommt es zu einer Freisetzung von reaktiven Sauerstoffverbindungen

im extrazellularen Raum und damit zu einer nicht selektiven Toxizitat. Die Stu-
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dien zur Reinigung des autologen Knochenmarks mit 6-OHDA erflllten daher

die Erwartungen nicht.

Mit 6-Fluordopamin (6-FDA) wurde eine Substanz entwickelt, die in wassriger
Ldsung lange genug stabil bleibt, um vom Noradrenalin-Transporter selektiv in
die Zellen aufgenommen zu werden. Nach einer Einwirkzeit wird 6-FDA in 6-
OHDA umgewandelt und zerstort die Zelle durch Bildung von reaktiven Sauer-
stoffmetaboliten. Ein Vorteil bei der Verwendung von 6-FDA ist die Tatsache,
dass die Umwandlung von 6-FDA in das toxisch wirkende 6-OHDA theoretisch
durch Reduktionsmittel wie Ascobat verzégert werden kann. Durch die Kombina-
tion von Ascorbat und 6-FDA sollte es daher moglich sein, die Einwirkzeit so zu
optimieren, dass die Zeit bis zur Umwandlung in 6-OHDA lange genug ist, um

eine ausreichende Aufnahme Uber den NA-T zu gewahrleisten.

Bei der Durchfuhrung der Arbeit zeigte sich, dass 6-FDA nach einer einstindi-
gen Einwirkzeit tatsachlich nur fir die Neuroblastomzellen toxisch war, die den
NA-T besalRen. Neuroblastomzellen ohne NA-T wurden hingegen wenig beein-
trachtigt. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen stellte sich jedoch heraus,
dass 6-FDA auch auf das Wachstum und die Koloniebildung von hamatopoeti-
schen Stammzellen eine stark hemmende Wirkung hatte. Dies ist bei einer spa-
teren Anwendung zur Reinigung des Knochenmarks ungunstig, da die
Koloniebildungsfahigkeit von entnommenen autologen Stammzellen mit der
Regenerationsfahigkeit des Knochenmarks nach Reinfusion korrelliert. Fur diese
starke Wirkung auf die hamotopoetischen Zellen kann es im wesentlichen zwei
Erklarungsmodelle geben: Zum einen ware es mdglich, dass die hamatopoeti-
schen Zellen selbst den NA-T exprimieren, zum anderen konnte das 6-FDA
auch Uber einen anderen Transporter in die Zelle gelangen, wobei daftr vor
allem der Dopamin-Transporter in Frage kame. Letzteres erscheint dabei wahr-

scheinlicher, da es bisher keine Hinweise gibt, dass hamatopoetische Stamm-
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zellen andere Noradrenalin-Analoga wie das [13!

ImIBG aufnehmen. Fur die
Kombination von 6-FDA mit Ascorbat konnte gezeigt werden, dass Ascorbat tat-
sachlich in der Lage ist, 6-FDA zu stabilisieren. Bereits in Konzentrationen von
30-100umol/l hob Ascorbat die Wirkung des 6-FDA weitgehend auf. Geringe
Dosen von 10pmol/l Ascorbat erbrachten hingegen keine wesentliche Verbesse-
rung der Ergebnisse. Erstaunlicherweise zeigten jedoch die hamatopoetischen
Stammzellen, die zu Vergleichszwecken ausschlie3lich mit Ascorbat (10 und
100umol/l) behandelt wurden ein héheres Koloniewachstum. Da das Kolonie-
wachstum wie bereits erwahnt mit der Regenerationsfahigkeit des reinfundierten
autologen Knochenmarks nach Hochdosischemotherapie korrelliert, konnte
Ascorbat in vivo womaoglich die Regenerationsfahigkeit des Knochenmarks nach

Hochdosischemotherapie steigern.

Insgesamt konnte die Eingangshypothese bestatigt werden: 6-FDA bleibt in
wassriger Losung lange genug stabil um vom NA-T einer Neuroblastomzelle
aufgenommen zu werden, setzt aber nach einer Einwirkzeit von etwa einer
Stunde reaktive Sauerstoffverbindungen frei, die die Zelle schadigen. Dadurch
hemmt 6-FDA selektiv das Wachstum von Neuroblastomzelllinien die den NA-T
exprimieren. Andere Neuroblastomzellen werden weniger beeintrachtigt. Aller-
dings stellte sich auch heraus, dass hamatopoetische Stammzellen vermutlich
ebenfalls in der Lage sind 6-FDA aufzunehmen und daher ebenfalls abgetotet
werden. Geschieht dies wie vermutet nicht Uber den NA-T, sondern Uber den
Dopamin-Transporter, so konnte es theoretisch mdglich sein, die hamatopoeti-
schen Stammzellen durch eine selektive Hemmung des Dopamin-Transporters
zu schutzen. Letztendlich haben die Ergebnisse dieser Untersuchung zum
Schluly gefihrt, das urspringlich vorgesehene Konzept der Verwendung von 6-

FDA zur Therapie des Neuroblastoms zu verwenden fallen zu lassen.
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Das erhdhte Koloniewachstum hamatopoetischer Stammzellen unter dem Ein-
fluss von Ascorbat ist ein interresanter Nebenaspekt, der sich wahrend der
Arbeit ergab. Mit Blick auf die klinische Anwendung - die Gabe von Ascorbat ist
nebenwirkungsarm und ein schnelleres Anwachsen der hamatopoetischen
Stammzellen kann das Risiko schwerer Nebenwirkungen wie Infektionen ver-

mindern - sind eine weitere Untersuchungen dazu aussichtsreich.
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