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Einleitung

1 Einleitung

1.1 EinfUhrung in die Fragestellung der Arbeit

In der Diagnostik und Therapieverlaufkontrolle des Neuroblastoms wird die [*?3l]-

Metajodobenzylguanidin ([*?3]-mIBG)-Szintigrafie mittels Einzelphotonen-Emissions-
Tomografie, kurz SPECT (engl. single photon emission computed tomography),
routinemaRig eingesetzt. Diese Substanz wird Uber die Noradrenalintransporter
(NAT) von den Neuroblastomzellen aufgenommen, unerwiinschterweise jedoch Uber
organische Kationionentransporter (OCTs) auch von anderen Zellen. In der
Tumordiagnostik hat sich seit einigen Jahren die Positronen-Emissions-Tomografie
(PET) in Kombination mit der Computertomografie (CT) bewdahrt. Hauptsachlich
finden bisher die [*®F]-Fluor-2-Desoxy-D-Glukose ([*®F]-FDG) aber auch weitere
Radiopharmaka ihren Einsatz. Fir das Neuroblastom sind [*®F]-6-Fluoro-Dopamin
(*®F]-6-FDA)  und  ['®F]-6-Fluoro-3,4-Dihydroxyphenylalanin  ([*®F]-6-FDOPA)
aussichtsreiche Substanzen fiir die klinische Anwendung beim PET/CT. [*®F]-6-FDA
kann dabei durch enzymatische Decarboxylierung aus [‘®F]-6-FDOPA gewonnen
werden. [*®F]-6-FDA verhalt sich bei den zellularen Aufnahmevorgdngen wie
Dopamin und gelangt tUber die Dopamintransporter (DAT), Noradrenalintransporter
(NAT) und die organischen Kationentransporter (OCT) in die Zelle, wahrend [*®F]-6-
FDOPA, das sich wie 3,4-Dihydroxyphenylalanin, kurz DOPA, verhalt, tber

verschiedene L-Typ Aminosauretransporter (LAT) in die Zelle gelangt.

In dieser Arbeit wurde in Zellkulturversuchen mit NAT-exprimierenden
Neuroblastomzellen und OCT-exprimierenden Zelllinien die Aufnahme von [°H]-
Dopamin und [*H]-DOPA untersucht. Daneben wurde mit Hilfe der
Hochleistungsfliissigkeitschromatografie, kurz HPLC (engl. high performance liquid
chromatography), die Aufnahme und der intrazellulare Metabolismus von
unmarkiertem 6-FDA und 6-FDOPA charakterisiert.

-1 -
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In der Einleitung werden daher im Folgenden der allgemeine und der Neuroblastom-
spezifische Katecholaminmetabolismus, die Entitdt Neuroblastom, die fur die
Aufnahme von [*®F]-6-FDA und ['®F]-6-FDOPA relevanten Transporter, sowie
aktuelle und fur die Fragestellung relevante Entwicklungen im Bereich der

Nuklearmedizin vorgestellt.

1.2 Theoretische Grundlagen

1.2.1 Der Katecholaminmetabolismus

Katecholamine werden im menschlichen Koérper physiologischerweise in
sympathischen Nervenfasern als Neurotransmitter und in dem sich aus dem
Neuralrohr  entwickelten Nebennierenmark als  Hormone  synthetisiert.
Ausgangssubstanz fur die Synthese der Katecholamine Dopamin (DA), Noradrenalin
(NA) und Adrenalin ist die proteinogene und aromatische Aminoséure Tyrosin,
welche durch Hydroxylierung aus der essentiellen Aminosaure Phenylalanin entsteht.
Tyrosin ist daher eine bedingt essentielle Aminosaure. Durch eine weitere
Hydroxylierung  durch das  zweiwertiges Eisen enthaltende Enzym
Tyrosinhydroxylase, dem Coenzym Tetrahydrobiopterin und Sauerstoff entsteht 3,4-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA) (Nagatsu et al., 1964). Das biogene Amin Dopamin
wird anschlieRend durch die DOPA-Decarboxylase (auch Aromatische L-Aminosaure
Decarboxylase genannt) unter Kohlenstoffdioxidabspaltung synthetisiert (Holtz et al.,
1938). Pyridoxalphosphat ist dabei Cofaktor. Die Umwandlung von Dopamin zu
Noradrenalin erfolgt mit Hilfe der Dopamin-B-Hydroxylase, Ascorbinsdure und
Sauerstoff (Leven et al., 1960). Als weiterer Schritt wird NA unter der N-
Methyltransferase und S-Adenosylmethionin zu Adrenalin methyliert (Engelhardt et
al., 1954) (siehe Abbildung 1).

Dieser Stoffwechselweg erfolgt in verschiedenen Kompartimenten. Wahrend die
ersten Schritte bis zur Synthese von Dopamin sich im Zytoplasma abspielen,

erfolgen die weiteren Reaktionsschritte in Vesikeln, die sich in Varikositaten, blasigen

-2-



Einleitung

Anschwellungen  sympathischer Neuronen, befinden. Im Gegensatz zu
sympathischen Neuronen, in denen der Katecholaminstoffwechsel nur bis zur
Synthese und Speicherung von Noradrenalin gelangt und als Neurotransmitter seine
Anwendung findet, kénnen die chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks die
Synthese bis zur Bildung von Adrenalin fortsetzen. Das fur die Methylierung von
Noradrenalin zu Adrenalin benétigte S-Adenosylmethionin befindet sich im Zytosol,
sodass fur diese abschlieRende Reaktion vor der Speicherung von Adrenalin
innerhalb der Vesikel Noradrenalin in das Zytosol geschleust und anschliel3end von
den Vesikeln wieder aufgenommen werden muss. Der Vesikeltransportvorgang ist
ein sowohl Mg?* als auch ATP-abhangiger Vorgang (siehe Abbildung 1). Ob und in
welchen Konzentrationen die einzelnen Stoffwechselprodukte in den verschiedenen
Geweben produziert werden, unterliegt den spezifischen Enzymkonzentrationen der
Zellen. So findet sich im Nebennierenmark ein Adrenalin-Noradrenalin-Verhaltnis von
4:1.

R

HO—@CHE*CH—COOH I Tyrosin |
|
NH2
lTvrosinhvdroxwase 5
HO 3
HO CHz—(I?H—COOH >§; g
ek} 5}
[ NH2 E E
Dopadecarboxylase gL.c» kS
| HO ofc| &
T g g
— 2 g
Varikositat Dopamin Tor HO CHz CI:HZ %;—.g
{,,Merven- i c
endigung”} I NHz _ ~ %
=
HO lDopamm B-hydroxylase |
Noradrenalinﬂ
HO (l.TH—(iJHz 1
OH NH2
Noradrenalin T
h f Phenylethanolamin-
;Fées‘iiztemde—’/ HO N-methyltransferase
HO (EH_(J:HZ
OH NH—CH3 -

Abbildung 1: Synthese und Speicherung von Katecholaminen in dopaminergen und
noradrenergen Neuronen. (Forth et al., 1987)
Legende: Nor = Noradrenalin.




Einleitung

Der Abbau der Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin mindet zum gréf3ten Teil
in die von der Leber synthetisierte 3-Methoxy-4-hydroxymandelséure (auch
Vanillinmandelsdure genannt, kurz VMS) (Armstrong et al., 1957). Zwei Enzyme
spielen bei diesem Abbauvorgang eine entscheidende Rolle: die zytoplasmatische
Catechol-O-methyltransferase (COMT) und die in der aul3eren
Mitochondrienmembran lokalisierte Monoaminoxidase (MAO) (Richter, 1937). Im
Gegensatz zum Nebennierenmark findet sich in sympathischen Nervenzellen zwar
auch eine MAO, eine COMT hingegen fehlt (Graefe & Henseling, 1983).
Noradrenalin und Adrenalin werden durch Methylierung von der COMT mit Hilfe von
S-Adenosylmethionin zu 3-Methoxynoradrenalin (auch Normetanephrin genannt)
bzw. zu 3-Methoxyadrenalin (auch Metanephrin genannt) methyliert. In einem
zweiten Schritt werden die Stoffwechselzwischenprodukte durch die MAO zu einem
Aldehyd und weiter zu Vanillinmandelsdure oxidiert. Hauptsachlich entsteht
Vanillinmandelsaure aus 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol (Kopin, 1985), welches
zu einem geringen Anteil auch direkt neben der Vanilinmandelsdure als
Abbauprodukt der Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin ausgeschieden wird
(Axelrod et al., 1959) (siehe Abbildung 2).

Die MAO findet sich neben den dopaminergen und noradrenergen Neuronen — u.a.
dem Bildungs- und Speicherort der Katecholamine — vor allen Dingen in der Leber
und auch in der Niere, wo die im Blut zirkulierenden Katecholamine abgebaut
werden (Eisenhofer et al., 1995, 1996). Vanillinmandelsaure wird schlie3lich im Urin

ausgeschieden.

Der Abbau des Katecholamins Dopamin mindet im Gegensatz zu Noradrenalin und
Adrenalin in Homovanillinsaure (HVS). Die Ausscheidungsmenge ist dabei etwa
doppelt so grof3 wie die von Vanillinmandelsaure (Elchisak et al., 1982). Aul3erdem
findet der Abbaumetabolismus Uber 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure, kurz DOPAC,
oder 3-Methoxytyramin  (3-MT) aul3erhalb der Leber statt, wu.a. im
Gastrointestinaltrakt, in der Milz und im Pankreas (Eisenhofer et al., 1997) (siehe
Abbildung 2). Die Ausscheidung von Homovanillinmandelsaure erfolgt ebenfalls tGber

den Urin.
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Abbildung 2: Stoffwechsel der Katecholamine und Metanephrine (aus einer
Firmenschrift von Chromsystems: Arbeitsvorschrift fur HPLC-Bestimmung
Katecholamine im Plasma)

Legende: THL = Tyrosinhydroxylase; L-ADC = Aromatische L-Aminosaure
Decarboxylase; DBH = Dopamin-B-Hydroxylase; PNMT = Phenylethanolamine-N-
methyltransferase; MAO = Monoaminoxidase; COMT =  Catechol-O-
methyltransferase.

1.2.2 Der Katecholaminmetabolismus des Neuroblastoms

Beim Neuroblastom handelt es sich um eine bosartige Neubildung des adrenergen
Nervensystems, das embryologisch der Neuralleiste entspringt. Daher findet auch in
den meisten Neuroblastomen die oben beschriebene Synthese der Katecholamine
statt. Lediglich 5 - 12% der Tumoren sind nicht sekretorisch. Besonders haufig
lassen sich Dopamin und die Abbauprodukte Homovanillinsaure (HVS) und
Vanillinmandelsaure (VMS) im Urin nachweisen (Candito et al.,, 1992, 1996).

Katecholamie im Urin von Kleinkindern sind wegweisend fir eine
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Neuroblastomerkrankung: Fir das Neuroblastom gaben Strenger und Mitarbeiter
(2007) eine Sensitivitat von 80,7% fur VMS, von 71,9% fur HVS und eine von 61,3%
fur Dopamin an, wobei in 91,2% der Falle zumindest ein Parameter erhdht war.
Anhand der unterschiedlichen Sekretion lassen sich aber auch aufgrund
unterschiedlicher Differenzierungsgrade der Tumorzellen eine Prognose flr den
Patienten ableiten: So weisen hohe VMS-Werte auf eine gute, hohe Dopaminwerte
hingegen auf einen unvorteilhaften Verlauf hin. Weiter weisen erhohte
Dopamin/Noradrenalin- und Dopamin/VMS-Quotienten auf eine schlechte Prognose,
niedrige Dopamin/Noradrenalin-Quotienten auf ein besseres Uberleben hin (Strenger
et al., 2007). Erhéhte DOPA-Werte gehen ebenfalls mit unvorteilhaften
zytogenetischen Eigenschaften der Tumorzellen und einer schlechten Prognose
einher (lkeda et al., 1995, 1996). Begrinden lassen sich diese Beobachtungen
damit, dass undifferenzierte Tumorzellen, die mit einer schlechten Prognose einher
gehen, auch enzymatische Defizite aufweisen. lkeda und Mitarbeiter (1994)
beschrieben, dass diejenigen Neuroblastome mit hohen Urin- und Plasmawerten von
DOPA einen Mangel der DOPA-Decarboxylase aufweisen und so sich das DOPA in
den Zellen ansammelt und in das Plasma sezerniert wird. Auch fehlt
undifferenzierten Tumoren oft die Dopamin-p-Hydroxylase, so dass vermehrt
Dopamin oder das Abbauprodukt HVS abgeben wird (Abramowsky et al., 1989).
Noradrenalin, Adrenalin und VMS fehlen oder finden sich daher oft nur in geringen
Mengen bei biochemischen Untersuchungen der Katecholamine beim Neuroblastom.
Aufgrund dieses Sachverhaltes wird verstandlich, warum ein niedriger Quotient aus
VMS/HVS mit einem undifferenzierten Tumorwachstum, mit enzymatischen Defekten
und einer schlechteren Prognose einhergeht (Berthold et al., 1992) (siehe dazu auch
Kapitel 1.2.3.7.1).
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1.2.3 Das Neuroblastom

1.2.3.1 Definition und Atiologie

Das Neuroblastom zéhlt zu den embryonalen Tumoren, was den hohen
Erkrankungsanteil von Kleinkindern begrindet. Im frihen Kindesalter ist das
Neuroblastom mit knapp 10% aller kindlichen Krebserkrankungen der haufigste
extrakranielle solide Tumor und liegt nach den Leukamien, den Lymphomen und den
ZNS Tumoren auf dem 4. Rang der kindlichen malignen Tumoren (Young & Miller,
1975). 40% der Neuroblastome werden im ersten Lebensjahr, 90% in den ersten funf
Lebensjahren diagnostiziert. Die Inzidenz bei den unter 15 Jahre alten Kindern
betragt in Deutschland 1,1/100.000 (Powell et al., 1998).

1.2.3.2 Risikofaktoren

Verschiedene Autoren konnten ein Risikoprofil fur die Entstehung eines
Neuroblastoms herausarbeiten: Neugeborene, deren Miutter wahrend der
Schwangerschaft Alkohol konsumiert oder Diuretika eingenommen hatten, haben ein
erhohtes Risiko an diesem Tumor zu erkranken. Die Einnahme von Multivitamin- und
Folsaurepraparaten wahrend der Schwangerschaft, Vitamineinnahme der Sauglinge
und bestehende Allergien wirken sich hingegen protektiv auf die
Neuroblastomentstehung aus (Heck et al., 2009; Olshan et al., 2002). Im Gegensatz
zu vielen anderen malignen Erkrankungen ist eine familiare Haufung mit 1-2% eher
selten. Knudson & Strong (1972) fanden heraus, dass der Anteil bilateraler Tumoren
mit 24% gegeniber den sporadischen Fallen erhoht ist. Auch das durchschnittliche
Erkrankungsalter von familiaren Verlaufen liegt mit 9 Monaten friher als das bei
sporadischen mit 18 Monaten. Fur das heriditdre Neuroblastom wurden mittlerweile
verschiedene Genloki nachgewiesen wie Mutationen auf den Chromosomen 2p, 12p
und 16p (Longo et al., 2007; Maris et al., 2002).
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1.2.3.3 Tumorstadien und -klassifikationen

Die Tumoren lassen sich morphologisch nach dem ,International Neuroblastoma
Staging System* (INSS) in folgende Stadien einteilen (Brodeur et al., 1993).

Tabelle 1: International Neuroblastoma Staging System (INSS) (Brodeur et al., 1993)

Stadium Beschreibung

Stadium | Tumor auf Ursprungsstruktur begrenzt, komplette makroskopische

Resektion moglich, Lymphknotenbefall negativ.

Stadium lla Mittellinie nicht Uberschritten, komplette makroskopische Resektion

maoglich, Lymphknotenbefall negativ.

Stadium llb Mittellinie  nicht Gberschritten, komplette oder inkomplette
makroskopische Resektion moglich, regionale Lymphknoten positiv
homolateral. Kapseldurchbrechende Mittellinientumore.

Stadium 1l Mittellinie  Uberschritten, mit oder ohne Lymphknotenbefall,
einseitiger Tumor mit  kontralateralem  Lymphknotenbefall,

Mittellinientumor mit beidseitigem Lymphknotenbefall.

Stadium IV Fernmetastasen in Lymphknoten, Knochenmark, Leber, anderen

Organen.

Stadium IVS | Primartumor begrenzt wie bei Stadium | und Il, Metastasen in Leber,
Haut, Knochenmark  (Befall < 10% der nuklearen

Knochenmarkszellen).

Da die bisherigen Klassifikationen teilweise uneinheitlich waren und sich durch
zunehmende molekulargenetische Aspekte weiter verkomplizierten, wurde zur
pratherapeutischen Risikoabschatzung im Jahr 2009 das ,International
Neuroblastoma Risk Group (INRG) Classification System* und das ,International
Neuroblastoma Risk Group Staging System (INRGSS)“ eingefihrt. Im Gegensatz
zum postoperativen Stagingsystem INSS gehen in dieses nur klinische Kriterien und
definierte Bildgebungsparameter ein (Cohn et al., 2009; Monclair et al., 2009).
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Tabelle 2: International Neuroblastoma Risk Group Staging System (INRGSS)
(Monclair et al., 2009)

Stadium | Beschreibung

L1 Lokalisierter Tumor, der lebenswichtige Strukturen nicht beeinflusst und
auf ein Korperkompartment beschrankt ist.

L2 Lokoregionaler Tumor mit einem oder mehren durch die Bildgebung

definierten Risikofaktoren.

M Krankheitsbild mit Fernmetastasen, die nicht dem Stadium MS
angehoren.
MS Metastasiertes Krankheitsbild bei Kindern <18 Monate, dessen

Metastasierung sich auf Haut, Leber und/oder Knochenmark beschrankt.

1.2.3.4 Molekulargenetische Aspekte des Neuroblastoms

Molekulargenetische Faktoren wie ein Allelzugewinn oder -verlust, die Aktivierung
eines Onkogens und chromosomale Verdnderungen spielen eine entscheidende
Rolle fur die Entwicklung der Tumorzellen und auch fir den weiteren Verlauf der
Erkrankung und die Prognose. So fanden sich in einer groBen Zahl an
Tumorgeweben Veranderungen des Karyogramm hin zu triploiden, hypo- und
hypertetraploiden  Erscheinungsformen, die gehauft in charakteristischen
Tumorstadien zu finden waren. Diploidie zeigte eine raschere Entwicklung einer
Resistenz auf Chemotherapeutika, wahrend Patienten mit einer Triploidie eine
gunstige Prognose haben (Kaneko & Knudson, 2000; Maris et al., 2007). Weiter ist
fur die Prognostik der Nachweis einer N-MYC Amplifiktion von Bedeutung: Das MYC
Protoonkogen liegt auf dem kurzen Teil des 2. Chromosoms (2p24) und konnte von
Schwab und Mitarbeitern 1983 und 1984 bei vielen Neuroblastomen erstmals
nachgewiesen werden. Deren Proteine sind Transkriptionsfaktoren, deren
Uberexpression das Wachstum und die Zellproliferation aus dem Gleichgewicht
bringen. Eine hohe N-MYC Amplifikation korreliert mit héheren Tumorstadien
(Stadium 11l und 1V), einem raschen Wachstum und einer schlechten Prognose flr
den Patienten, wie von Brodeur und Mitarbeitern 1984 und von Seeger und

Mitarbeitern 1985 erstmals beschrieben wurde und in zahlreichen Studien
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mittlerweile bestatigt wurde (Brodeur, 2003). So finden sich in niedrigen Stadien nur
eine N-MYC Amplifikation von 4% bei einem 3-Jahres-Uberleben von 90%. Dem
gegenuber zeigt sich bei fortgeschrittenen Stadien eine N-MYC Amplifikation von
31% bei einem wesentlich geringeren 3-Jahres-Uberleben von nur 30% (Brodeur et
al., 1997).

Tabelle 3: Korrelation zwischen der N-MYC Amplifikation und dem Stadium bei 3000
Neuroblastomen (Brodeur et al., 1997)

Stadium bei Diagnose N-MYC Amplifikation | 3-Jahres-Uberleben
Benigne Ganglioneurome 0/64 (0%) 100%

Niedrige Stadien (I und Il nach INSS) | 31/772 (4%) 90%

Stadium IVS nach INSS 15/190 (8%) 80%
Fortgeschrittene Stadien 612/1.974 (31%) 30%

(IlMund IV nach INSS)

GESAMT 658/3.000 (22%) 50%

Weitere DNA Amplifikationen wie auf den Chromosomen 2p22, 2p13, das MDM2
Gen auf 12913 und das L-MYC Gen auf dem Chromosom 1p32 wurden auf3erdem
entdeckt (Brodeur et al., 1997, 2003; Corvi et al., 1995; Van Roy et al., 1995). In
mehr als der Halfte der Neuroblastome wurde eine Trisomie des langen Armes von
Chromosom 17q identifiziert, was mit einer erhéhten Aggressivitdt der Tumoren
einhergeht und eine schlechtere Prognose voraussagt. Diese Veranderung findet
sich stets zusammen mit einer Amplifikation von N-MYC und ist fur einjahrige oder
altere Patienten charakteristisch (Bown et al., 1999; tastowska et al., 2002).
Hingegen wirkt sich eine hohe Expression des Onkogens N-RAS positiv auf die
Aggressivitat des Tumors aus und zeigt eine hohe Korrelation mit niedrigen INSS-
Tumorstadien bei Diagnosestellung (Tanaka et al., 1988). Zu den weiteren
chromosomalen Ver&nderungen z&hlen Deletionen auf dem Chromosom 1(1p)
(Attiyeh et al., 2005, Hiyama et al., 2001, Maris et al., 2001), die nicht nur mit einer
N-MYC Amplifikation Kkorrelieren, sondern auch mit fortgeschrittenen Stadien
einhergehen, eine 11q Deletion, die sich haufig bei fortgeschrittenen Stadien bei
fehlenden N-MYC Amplifikation findet (Attiyeh et al., 2005, Plantaz et al., 2001) und

einem Verlust von 14q, welcher als universaler Marker in allen Tumorstadien

-10 -




Einleitung

vorkommt und umgekehrt proportional zur N-MYC Amplifikation auftritt (Thompson et
al.,, 2001). Mutationen von Tumorsuppressorgenen wie P53, die den Zellzyklus
kontrollieren, finden sich bei primaren Neuroblastomen eher selten. Veranderungen
weisen jedoch auf eine Therapieresistenz gegen Chemotherapeutika hin oder
entstehen erst durch eine zytotoxische Therapie (Keshelava et a., 2001; Tweddle et
al., 2001). Hingegen scheint es einen Zusammenhang zwischen einer Transkription
von CDKN2B und dem Tumorph&notyp zu geben; so fand sich eine Expression des
CDKN2B Gens in allen Stadium IV Neuroblastomen, wahrend sie beim Stadium |
fehlte (lolascon et al., 1998). Fir die maligne Transformation und Differenzierung der
Tumorzellen spielen dariber hinaus Neurotrophin Rezeptoren eine Rolle. Als
Liganden fiur diese Rezeptoren dienen der Nerve-growth-faktor (NGF), der Brain-
derived-neurotrophic-factor (BDNF), Neurotrophin-3 (NT3) und Neurotrophin-4 (NT4)
(Patapoutian & Reichardt, 2001). Die Tyrosinkinaserezeptoren (Trk) TrkA und TrkC
gehen mit einem jungen Erkrankungsalter (< 1 Jahr), niedrigen Tumorstadien
(Stadien I, 1l und IVS nach INSS) und dem Fehlen einer N-MYC Amplifikation einher.
Deren Bestimmung dient daher als Indikator fir eine gute Prognose (Nakagawara et
al., 1993 und Rydén et al., 1996). Im Gegensatz dazu findet sich bei einer hohen
TrkB Expression zusammen mit dem TrkB Liganden BDNF gleichzeitig auch eine
hohe N-MYC Amplifikation (Nakagawara et al., 1994). Ho und Mitarbeiter (2002)
konnten zeigen, dass das Vorkommen des Rezeptors TrkB mit einer Resistenz
gegeniuiber Chemotherapeutika und einem verkirzten Uberleben einhergeht. Weiter
ist der Transmembranrezeptor p75 bekannt, der zur Familie der
Tumornekrosefaktorrezeptoren (TNFR) gehort und dessen Effekt auf die Zellen von
der An- bzw. Abwesenheit der Trk Rezeptoren abhéngt (Casaccia-Bonnefil et al.,
1999).

All die oben beschriebenen molekularen Aspekte beeinflussen die Entstehung, das
Wachstum und somit auch die Prognose der am Neuroblastom erkrankten Patienten.
Die N-MYC Amplifikation und der Ploidiestatus scheinen jedoch die wichtigsten
Faktoren fur die Therapieentscheidung und die Prognose der Patienten zu sein.
Diese Parameter haben daher auch Einzug in den Therapiealgorithmus der
,Children’s Oncology Group“ gefunden (siehe Kapitel 1.2.3.8 und 1.2.3.9).
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1.2.3.5 Besonderheit des Neuroblastoms — eine hohe

Ruckbildungsrate

Das Neuroblastom ist der menschliche Tumor mit der hochsten Rate an spontanen
Ruckbildungen. Hero und Mitarbeiter (2008) konnten zeigen, dass es aus 93
ausgewahlten Residualtumoren unter Ultraschall- und Kernspinkontrolle bei 44
Fallen zu einer Spontanregression kam, in 28 Féllen kam es zu einer lokalen
Progression und bei je 4 Fallen setzte sich der Krankheitsverlauf in die Stadien IV
und IVS fort. Diese Erkenntnisse Uber eine verhaltnismafiig haufige Rlckbildung
beeinflussen auch die aktuelle Diskussion Uber Urinscreeninguntersuchungen auf
HVS und VMS (siehe Kapitel 1.2.3.6.1).

1.2.3.6 Symptomatik

Neben den allgemeinen Symptomen wie reduziertem Allgemeinzustand, erhohte
Temperatur und Blasse kommt es je nach Sitz des Tumors zu spezifischen
Symptomen: Das Neuroblastom wachst Uberall dort, wo es sympathisches
Nervengewebe gibt, also im Bereich des Nebennierenmarks und des Grenzstranges.
Somit kann es durch lokale Kompressionen zu Schmerzen, zu Stérungen des
Gastrointestinaltraktes, zu Harnabflussstérungen, zu Atemnot durch thorakales
Wachstum und bei zervikalem Wachstum zu einem Horner-Syndrom mit Miosis,
Ptosis und Enophthalmus (Mahoney et al., 2006) kommen. Als weiteres Symptom
sind Ruckenmarkskompressionen mit Ausfallen typisch, von denen 14% der Féalle auf
ein Neuroblastom zurickzufihren sind (Wilson et al., 2007). Beschrieben sind
aulBerdem paraneoplastische Symptome wie Fieber, Diarrh6, Hypertonie,
Muskelschwache, das erwéhnte Horner-Syndrom und eine myoklone
Enzephalopathie (Winkler 1976). Bei einem Olfaktoriusneuroblastom kann eine
nasale Obstruktion mit Atembeschwerden &hnlich wie bei einer Poliposis nasi
auftreten (Gudziol et al., 1986).
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1.2.3.7 Diagnostik

1.2.3.7.1 Labordiagnostik und die Moglichkeit von
Screeninguntersuchungen

Die meisten Neuroblastome produzieren Katecholamine und deren Metabolite wie
VMS und HVS, die dann im Urin ausgeschieden werden und gemessen werden
kbnnen. Demnach finden sich bei 91% der Neuroblastompatienten erhdhte
Konzentrationen an VMS, HVS und/oder Dopamin im Urin (Strenger et al., 2007).
Diese Tumormarker lassen sich sowohl zur Diagnostik als auch zur Verlaufskontrolle
qualitativ mittels Teststreifen oder guantitativ mittels
Hochleistungsflissigkeitschromatographie  (engl. high  performance liquid
chromatography, HPLC) bestimmen (Tuchman et al., 1987). Neben VMS und HVS
im Serum und Urin geben das Serumferritin, die neuronspezifische Enolase (NSE)
und die Laktatdehydrogenase (LDH) Auskunft tGber den Verlauf der Erkrankung
(Brodeur et al., 1993). Ein erhdhter Serumferritinwert findet sich normalerweise nur in
fortgeschrittenen Stadien (Stadium Il und IV nach INSS), erhOhte Werte weisen
dann auf eine signifikant schlechtere Prognose hin (Hann et al.,, 1985). Das
zytoplasmatische Protein neuronaler Zellen NSE deutet bei erhdhten Werten bei
Patienten mit fortgeschrittenen Stadien ebenfalls auf eine geringere
Uberlebenswahrscheinlichkeit hin (Zeltzer et al., 1986). Im Falle einer lokalisierten
Erkrankung (Stadium 1 bis Ill) kann fir die weitere Prognose ein Quotient aus
VMS/HVS hilfreich sein. Patienten mit einem Quotienten < 0,7 haben somit eine
schlechtere Prognose als Patienten mit einem Quotienten = 0,7. Im metastasierten

Stadium verliert dieser Quotient seine Aussagekraft (Berthold et al., 1992).

Die Studienlage bezlglich eines Urinroutinescreenings bei Kleinkindern zur
Friherkennung eines Neuroblastoms ist kontrovers: einige Autoren konnten einen
Vorteil und eine Reduktion der Sterblichkeit bei sechs Monate alten Kleinkindern
nachweisen (Hiyama et al., 2008). Dem gegenlber sahen Woods et al. (2002) keine
Reduktion der Sterblichkeit nach einem Massenscreening bei drei Wochen und
sechs Monate alten Sauglingen. Auch Schilling und Kollegen (2002) konnten keinen
Benefit bezlglich der Inzidenz fortgeschrittener Erkrankungen und einer reduzierten
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Mortalitdt bei einjahrigen Kindern ausmachen. Die Autoren folgern aus ihrer
Untersuchung, dass es zu einer Uberdiagnostik kommen wiirde. Alle Patienten, auch
diejenigen mit einer guten Prognose und einer potentiellen Rickbildung der
Krankheit (siehe Kapitel 1.2.3.5), wirden einer anschlieRenden aggressiven
Therapie unterzogen werden. Der Schaden durch diese unangemessene Therapie
wirde aber dann den Nutzen dieser verbesserten Diagnostik zunichte machen. Dem
folgend empfiehlt die aktuelle Interdisziplindre Sl-Leitlinie der Deutschen
Krebsgesellschaft und der Gesellschaft fur Padiatrische Onkologie und Hamatologie
aus dem Jahr 2008 keine prophylaktische Bestimmung der Katecholaminmetabolite
im Urin (Hero et al., 1997, tberarbeitet 2008).

1.2.3.7.2 Histopathologische Diagnostik

Wie bei allen malignen Erkrankungen ist die Gewinnung und histopathologische
Aufarbeitung von Gewebe unerlasslich. Das Neuroblastom zahlt zur heterogenen
Gruppe der ,small blue round cell*~-Tumoren. Die histopathologische Einteilung des
Neuroblastoms erfolgt nach der von Shimada und Mitarbeitern (1999) etablierten

.international Neuroblastoma Pathology Classification* (INPC).

Diese unterteilt die neuroblastischen Tumore in
1) Schwannzell-Stroma arme Neuroblastome,
2) Schwannzell-Stroma reiche gemischte Ganglioneuroblastome,
3) Schwannzell-Stroma dominante Ganglioneurome und

4) nodulare Ganglioneuroblastome.

Die Neuroblastome lassen sich weiter in
a) undifferenzierte,
b) wenig differenzierte und
c) differenzierte Subtypen
gliedern.
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Mikroskopisch zeigen sich kleine, runde, blaue Zellen mit einem grofl3en,
hyperchromatischen Nukleus und einer veranderten Kern-Plasma-Relation. Weiter
wird ein gefal3reiches Stroma, teilweise mit Einblutungen, Verkalkungen,
bindegewebigen Septen und sogenannten Homer-Wright-Rosetten beobachtet.
Immunhistochemisch kdénnen neuronale Marker wie die NSE, Synaptophysin,
Neurofilament Protein, Gangliosid GD2, Chromogranin A und die Tyrosinhydroxylase
bestimmt werden (Park et al., 2008).

Die Knochenmarkdiagnostik zum Ausschluss einer Metastasierung ist unerlasslich,
welche durch mindestens vier Punktionen erfolgt. Zur weiteren Diagnostik gehort die
morphologische sowie eine immunhistochemische Untersuchung oben erwahnter
Marker. Fur kleine Lasionen empfiehlt sich die Durchfuhrung einer Quantitativen
Reversen Transkriptase - Polymerase-Kettenreaktion (QPT-PCR) (Beiske et al.,
2009).

1.2.3.7.3 Bildgebung

Bei Verdacht eines Tumors, zur Therapieentscheidung und zur weiteren
Verlaufskontrolle ist die Bildgebung =zur Bestimmung der Lokalisation des
Primarherdes und mdglicher Metastasen unerlasslich. Heutzutage stehen mit der
Sonografie, der RoOntgenubersichtsaufnahme, der Computertomografie, der
Kernspintomografie, der Szintigrafie und der Positronen-Emissions-Tomografie eine
gro3e Auswahl an diagnostischen Instrumenten zur Verfigung, denen je nach

Fragestellung und Krankheitsverlauf unterschiedliche Bedeutung zukommt.

Als  Screeningsdiagnostikum  bei unklaren abdominellen oder pelvinen
Raumforderung findet der Ultraschall seinen Einsatz. Neben der Primardiagnostik
kommt die Sonografie bei Staginguntersuchungen, insbesondere zur Beurteilung von
Lebermetastasen zur Anwendung. Weiter wird sie neben der Kernspinuntersuchung
in der Pranataldiagnostik bei unklaren Fragestellungen eingesetzt (Hamada et al.,
1999; Kesrouani et al., 1999; Sauvat et al., 2002; Toma et al., 1994). Mit Hilfe der

Dopplersonografie lassen sich hypervaskularisierte Raumforderungen nachweisen,
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was auf Malignitat hinweisen kann. Ein haufiges Phanomen des Neuroblastoms sind
Verkalkungen des Tumors, die im Ultraschall, bei der Rontgentubersichtsaufnahme,
aber vor allen Dingen auch in der Computertomografie (CT) darstellbar und
wegweisend sind. Mittels Schnittbilduntersuchung wie Computertomografie oder
Kernspintomografie (auch Magnetresonanztomografie, MRT) kann die Tumorlage
und -ausdehnung und ein préoperativer Lymphknotenbefall bestimmt werden, was
fur das Staging und die Operationsvorbereitung von Bedeutung ist. Mittlerweile rickt
das MRT gegenuber dem CT immer mehr in den Vordergrund: Siegel und Mitarbeiter
(2002) konnten zeigen, dass das MRT eine Sensitivitat von 83% fir ein Stadium-1V-
Kollektiv aufwies, mittels CT hingegen wurde das entsprechende Krankheitsstadium
nur in 43% richtig eingeordnet. Gerade auch bei spinalen Beteiligungen,
Knochenmarkinfiltrationen und Lymphknotenbefall ist das MRT dem CT uberlegen
(Hugosson et al., 1999; Slovis et al., 1997; Sofka et al., 1999). Weiter weist das MRT
aufgrund seiner variablen SchnittfUhrung im Bereich der Abgrenzung gegenuber
anderen Strukturen wie Gefal3en sowie in der Darstellung von Binnenstrukturen
gegenuber dem CT Vorteile auf. Die Frage des Gefal3bezugs lasst sich mit

kontrastmittelgestitzten Untersuchungen besser beantworten.

Die Szintigrafie ist heutzutage unerlasslich bei der ausfihrlichen Diagnostik und dem
Staging dieser Entitat: Das Meta-lodobenzylguanidin (mIBG) ist ein in Bezug auf
Transport und Speicherung dem Noradrenalin ahnliches Pharmakon, welches sich in
neuroendokrin aktivem Gewebe wie beispielsweise dem Neuroblastom anreichert
(Vaidyanathan, 2008). Mit radioaktiv markiertem **!I oder '#| lassen sich mit [**]-
oder [***I]-mIBG Neuroblastome und eventuelle Metastasen in Knochen,
Knochenmark  oder  Lymphknoten  nachweisen. Erste  szintigraphische
Untersuchungen mit [**!1]-mIBG zur Darstellung des Neuroblastoms wurden von
einer Tubinger Arbeitsgruppe im Jahr 1984 durchgefuhrt (Treuner et al.,, 1984).
Shulkin und Mitarbeiter konnten 1986 zeigen, dass fur diagnostische Zwecke das
[*?%]-mIBG dem [**!1]-mIBG (berlegen ist. Fir das Neuroblastom weist [***]-mIBG
eine Sensitivitat von 90% und eine Spezifitdt von knapp 100% auf (Boubaker &
Bischof Delaloye, 2008). Durch die Einbeziehung der Einzelphotonen-Emissions-

Tomografie (engl. Single Photon Emission Computed Tomography, kurz SPECT)
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konnte die Sensitivitdt weiter erhéht und die anatomische Zuordnung des Herdes
verbessert werden, wie Rufini und Mitarbeiter 1996 herausfanden. In einer aktuellen
Studie erreichten Vik und Mitarbeiter (2009) fiir die '*I-mIBG Szintigrafie eine
Sensitivitat von 88% und eine Spezifitat von 83%, bei weiteren Untersuchungen
ergaben sich sogar noch bessere Werte. Neben der diagnostischen Aussagekraft hat
die mIBG Szintigrafie bei Diagnosestellung auch Bedeutung flr die Prognose des
Patienten, wie Suc und Mitarbeiter (1996) anhand eines Punktesystems zeigen
konnten. Als weiteres szintigrafisches Verfahren ware die [*™Tc]-Methylen
Diphosphate ([*™Tc]-MDP) Knochenszintigrafie zu nennen. Obwohl auch der
Primartumor oder viszerale Metastasen detektiert werden kénnen, beschrénkt sich
heutzutage sein Einsatz auf die Suche nach Knochenmetastasen. Bei dieser
Fragestellung ist die [*"Tc]-MDP Knochenszintigraphie der mIBG Szintigrafie
Uberlegen (Howman-Giles et al., 2007). Ein neueres bildgebendes Verfahren der
Onkologie, in dem der gesteigerte Glucosestoffwechsel des Tumors sichtbar wird, ist
die Positronen-Emissions-Tomografie (PET) in Kombination mit einem CT und dem
Pharmakon [*®F]-Fluor-2-Desoxy-D-Glukose ([*®F]-FDG) welches anatomische und
metabolische Pathologika vereint (Lamki et al., 1996). In wenigen Studien konnte
beim Neuroblastom gezeigt werden, dass das PET mit FDG der [***[-mIBG
Szintigrafie in den meisten Fragestellungen leicht Gberlegen ist. Einzig im Stadium IV
unter Chemotherapie zeigte sich aufgrund der bessere Detektion von Knochen- und
Knochenmarkmetastasen ein Vorteil zugunsten der [**1]-mIBG Szintigrafie (Kushner
et al., 2001; Sharp et al., 2009).

Da bei Uber der Halfte der Félle bei Diagnosestellung bereits ein metastasiertes
Krankheitsbild vorliegt, ist ein ausgiebiges Staging unerlasslich. Aufgrund der
unterschiedlichen Aussagekraft oben beschriebener Verfahren sollte ein solches
Staging eine CT- oder MRT-Untersuchung, eine [**™Tc]-MDP-Knochenszintigrafie,
eine M- oder [*#*1]-mIBG-Szintigrafie, die histochemische
Knochenmarksuntersuchungen und die Bestimmung des Urinkatecholaminstatus

umfassen (Kushner et al., 2004).
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1.2.3.8 Therapie

Fur das Neuroblastom steht heute eine multimodale Therapie zur Verfigung, welche
sich an dem Krankheitsstadium, Alter des Patienten und den Prognoseparametern
orientiert. Dazu gehoren die chirurgische Resektion, die Chemo- und die
Strahlentherapie. Grundsatzlich lasst sich sagen, dass bei regionalen Ausbreitungen
die Indikation zum Einsatz von Chemotherapeutika zurickhaltend gestellt werden
sollte, dasselbe gilt auch fur den Einsatz einer Radiotherapie bei fortgeschrittenen

Erkrankungen mit unvorteilhaften biologischen Parametern.

Tabelle 4: Patienteneinordnung in Risikogruppen anhand klinischer und biologischer
Merkmale (Brodeur, 2003)

Tumorstadium Niedrigrisikogruppe | Intermediar- Hochrisikogruppe
nach INSS Risikogruppe
I alle - -
lla, llb Alter<1J., o. - Alter 1-21 J. u. N-MYC
1-21 J. u. N-MYC n- ampl. + UH
ampl., o.
1-21 J. u. N-MYC ampl.
+ VH
1 - Alter < 1 J. u. N- | Alter 0-21 J. u. N-MYC
MYC n-ampl., o. ampl., o.
1-21 J. u. N-MYC | 1-21 J. u. N-MYC n-
n-ampl. + VH ampl. + UH
A% Alter < 1 J. u. N- | Alter < 1 J. u. N-MYC
MYC n-ampl. ampl., o.
1-21J.
IVS N-MYC n-ampl.; VH; | N-MYC n-ampl.; | N-MYC ampl.
hyperploid UH; diploid

Legende: J. = Jahre; o. = oder; u. = und; ampl. = amplifiziert; n-ampl. = nicht
amplifiziert; VH = vorteilhafte Histologie; UH = unvorteilhafte Histologie

1.2.3.8.1 Therapie des Neuroblastom-Patienten der Niedrigrisikogruppe

Bei Patienten im Stadium | nach INSS, bei denen eine sehr gute Prognose besteht,
ist eine alleinige chirurgische Resektion ausreichend (Alvarado et al., 2000; Perez et
al., 2000). Auch bei inkomplett resezierten Tumoren (INSS Stadium lla und llIb) kann
wie auch beim Stadium IVS Neuroblastom ohne N-MYC Amplifikation aufgrund der
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hohen Regressionsrate auf eine postoperative Chemotherapie in den meisten Fallen
verzichtet werden (Perez et al., 2000; Simon et al., 2004). Einsatz von
Chemotherapie oder Niedrigdosisbestrahlung sollten symptomatischen Patienten bei

grof3en Tumoren vorbehalten bleiben (Nickerson et al., 2000).

1.2.3.8.2 Therapie des Neuroblastom-Patienten der Intermediar-
Risikogruppe

Die Saulen dieser inhomogenen Patientengruppe bestehend aus hdheren
Tumorstadien (Stadium [ll, 1V und IVS nach INSS) und niedriger N-MYC
Amplifikation bilden die Chirurgie und die moderate Chemotherapie. Neben der
postoperativen konventionellen Chemotherapie werden zusammen mit 13-cis-
Retinoidsdure und Interleukin-2 oft ein zufriedenstellendes Ergebnis erreicht (Moon
et al, 2009). Zu den gangigen Chemotherapeutika z&hlen Cisplatin (bzw.
Carboplatin), Doxorubicin, Etoposid und Cyclophosphamid (Schmidt et al., 2000,
2005). Bei nicht vollstandiger Resektion kann in ausgewahlten Fallen auch eine
Nachbestrahlung in Frage kommen, auch Spontanregressionen wurden in diesem

Tumorstadium beobachtet.

1.2.3.8.3 Therapie des Neuroblastom-Patienten der Hochrisikogruppe

In dieser Krankheitsgruppe mit fortgeschrittenem Wachstum und unvorteilhaften
biologischen Markern, die 40% der Patienten betreffen, beginnt die Therapie mit
einer Induktionstherapie. Diese Induktionschemotherapie beispielsweise mit
Anthracyclinen, Alkylantien, Platinverbindungen und Topoisomerase-Il-Inhibitoren
(Etoposid, Doxorubicin) verbessert das Ansprechen der weiteren Therapie (Valteau-
Couanet et al., 2005). Der Induktionstherapie schliel3t sich eine myeloablative
Hochdosischemotherapie mit Carboplatin, Etoposid und Melphalan (CEM) mit einer
autologen Stammzelltransplantation an (Berthold et al., 2005; George et al., 2006;
Matthay et al., 1999; Pritchard et al., 2005), von der vor allen Dingen Patienten mit
nur partiellem Ansprechen nach der Induktionstherapie und Kinder mit hoher N-MYC
Amplifikation profitieren. Die Lokaltherapie wird anschliel3end mittels chirurgischer
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Therapie oder Radiotherapie durchgefiihrt (Adkins et al., 2004; Bradfield et al., 2004;
Kushner et al., 2001). Der Benefit eines adjuvanten Einsatzes von 13-cis-
Retinoidsdure konnte in der CCG-3891 Studie gezeigt werden (Matthay et al., 1999).

Weitere neue Therapieoptionen stehen zur Verfigung wie der Einsatz einer
Radiotherapie. Durch die Noradenalintransporter (NAT) gelangt das radioaktive [**1]-
mIBG spezifisch in die Neuroblastomzellen, welche zu 90% empfindlich fur das
Radiopharmakon sind, und kann so die etablierten Therapien verbessern (DuBois &
Matthay, 2008; Matthay et al.,, 2006). Arbeiten an Anti-GD2 monoklonalen
Antikérpern - u.a. durch Handgretinger und Kollegen - weisen vielversprechende
Ergebnisse auf (Handgretinger et al., 2002; Modak & Cheung, 2007; Simon et al.,
2004, 2005; Otto et al.,, 2005). Als zukunftsweisende Therapiestrategien sollen
aulBerdem erwéahnt werden die IGF-1 Rezeptorantagonisten (Coulter et al., 2008),
das Arsentrioxid (Pettersson et al., 2007), der Tubulin-Inhibitor ABT-751 (Fox et al.,
2008), Vinblastin und Rapamycin als Angiogenesehemmer (Marimpietri et al., 2007),
der Einsatz von Bisphosphonaten bei Knochenmetastasen (Peng et al., 2007), die
Verwendung des Parasitenmedikaments Nifurtimox (Saulnier Sholler et al., 2006),

sowie weitere molekulare Inhibitoren.

1.2.3.9 Prognose

Trotz oben beschriebener individueller und stark verbesserter Therapie entfallen auf
das Neuroblastom 15% der gesamten kindlichen Tumorsterblichkeit. Die Prognose
des Neuroblastoms hangt von verschiedenen Faktoren ab wie z.B. dem
Tumorstadium bei Diagnosestellung, Alter des Patienten, histologische
Differenzierung, DNA-Ploidiestatus und N-MYC Amplifikation (Park et al., 2008).
Nach oben beschriebener Einordnung und entsprechender Therapie lag die
ereignisfreie Uberlebensrate (engl. Event-free survival rate, EFS Rate) fir Patienten
der Niedrigrisikogruppe zwischen 86% und 92% (Nickerson et al., 2000), wahrend
die 3-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten der Hochrisikogruppe unter 40% lag
(Matthay et al., 1999).
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Abbildung 3: Analyse des ereignisfreien Uberlebens nach Risikostratifikation (Park et
al., 2008; aus London et al., Children’s Oncology Group Statistical Office)
Legende: EFS = Ereignisfreie Uberlebensrate (engl. Event-free survival rate)

1.2.4 Die Transportsysteme

Fur die zellulare Aufnahme von Substanzen gibt es im menschlichen Korper
verschiedene Transportsysteme. Die ,Solute Carrier Transporter* (SLC) Superfamilie
umfasst Uber 300 Mitglieder teilweise sehr spezifischer Transporter. Auf einige
wenige - fir die Aufnahme von L-DOPA und der Katecholamine Dopamin,

Noradrenalin und Adrenalin relevanten - Transporter soll im Folgenden eingegangen

werden.
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1.2.4.1 Die Aufnahme von L-DOPA Uber die L-Typ

Aminosauretransporter (LAT)

Die aromatische Aminosaure 3,4-Dihydroxy-L-Phenylalanin (L-DOPA) ist ein
Zwischenprodukt auf dem Weg zur Dopaminbiosynthese, das bei neutralem pH als
Zwitterion geldst vorliegt. Aufgrund seiner hydrophilen Eigenschaft kann es kaum
durch  Diffusion  Zellmembrane uberwinden und bedarf daher eines
Transportsystems. Uber verschiedene Aminosauretransporter ist eine zellulare

Aufnahme jedoch maéglich.

Diese L-Typ Aminoséauretransporter (engl. L-type amino acid transporter), kurz LAT,
sind heterodimere Aminosauretransporter und werden in einer grof3en Anzahl von
Geweben exprimiert um die Zellen mit Aminosauren zu versorgen. Verschiedene
LAT-Subtypen wurden mittlerweile entdeckt, zuerst LAT1 (Kanai et al.,, 1998;
Mastroberardino et al., 1998; Torrents et al.,, 1998) und im darauffolgenden Jahr
LAT2 (Segawa et al., 1999). Bei beiden handelt es sich um ein Natrium-abhangiges
Transportsystem. Diese heterodimeren Aminosauretransporter bestehen aus zwei
Untereinheiten, einer schweren Kette (SLC3 Familie) und einer aus 12
Transmembrandoméanen bestehenden assoziierten Leichtkette (SLC7 Familie). Zu
den schweren Ketten der Aminosauretransporter gehéren die beiden Typ |
transmembrane Glykoproteine rBAT (related to b0,+ aminoacid transport) und 4F2hc
(heavy chain). Die schwere Kette rBAT interagiert mit der Leichtkette b>*AT und
bildet so das Aminotransportersystem b®* (Bertran et al., 1992). Hingegen bildet die
schwere Kette 4F2hc mit den leichten Ketten LAT1 und LAT2 das System L (Rossier
et al.,, 1999). Die schweren Ketten sind Uber Dissulfidbriicken mit den Leichtketten
verbunden (Pfeiffer et al., 1998) und ihre Funktion liegt im Einschleusen der
Leichtketten in die Plasmamembran, wahrend diese fur die Transportfunktion des
heterodimeren Aminosaurentransporters verantwortlich sind (Wagner et al., 2001).
Das System L, also LAT1 und LAT2, spielt eine wichtige Rolle fur die zellulare
Versorgung mit neutralen, verzweigten und aromatischen Aminosauren, aber auch
fur die zellulare Aufnahme von L-DOPA. Weiter gehdoren dem System L die
Transporter LAT3 (Babu et al., 2003) und LAT4 (Bodoy et al., 2005) an, die aber, da
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sie keine heterodimeren Transporter und somit unabhéngig von 4F2hc sind, sich von
LAT1 und LAT2 unterscheiden und zur Familie SLC43 gehotren. Allen gemeinsam ist
jedoch, dass sie Natrium-abhéngige Transporter sind, neutrale Aminosduren und
auch L-DOPA transportieren und sich durch das nicht-metabolisierbare
Aminosaureanalogon 2-Aminobicyclo[2,2,1]heptan-2-carboxylsdure (BCH) hemmen
lassen. Neben BCH ist die Aminosaureaufnahme tber LAT2 auch abhéngig vom
intrazellularen pH-Wert: Gomes & Soares-da-Silva (2002) konnten zeigen, dass die
Aufnahme von L-DOPA im sauren gegenuber einem neutralen Milieu erhdht war. Die
Aufnahme Uber LAT1 ist hingegen pH-unabhéngig (Prasad et al.,, 1999). Auch die
Affinitat der beiden Transporter ist gegeniber verschiedenen Aminosauren
unterschiedlich, ganz abgesehen davon zeigt LAT2 eine niedrigere Affinitat und eine
niedrigere Substratselektivitat als LAT1. LAT1 ist demnach recht spezifisch fir den
Transport der Aminosauren Leucin, Isoleucin, Valin, Phenylalanin, Tyrosin,
Tryptophan, Methionin und Histidin (Kanai et al., 1998), sowie fir die dem Tyrosin
ahnliche aromatische Aminosdure DOPA. Dem gegenuber kann LAT2 aufgrund
seiner geringeren Spezifitit neben den oben erwdhnten auch Aminoséuren wie
Glycin, Alanin, Serin, Threonin, Cystein, Glutamin und Aspargin transportieren
(Segawa et al.,, 1999). Auch aus pharmakologischer Sicht sind diese beiden
Transporter fur die Aufnahme und Reduktion der Aufnahme durch kompetitive
Hemmung von Medikamenten in die Zelle, aber auch fur die Uberwindung der
Bluthirnschranke zur Beeinflussung des Zentralen Nervensystems von grof3er
Bedeutung (Duelli et al., 2000; Kageyama et al., 2000; Kido et al., 2001). So werden
neben oben beschriebenen Aminoséuren auch folgende Medikamente Uber LAT1
und LAT2 in die Zellen eingeschleust: die Dopaminvorstufe L-DOPA (Fraga et al.,
2002a,b; Gomes & Soares-da-Silva, 1999; Kageyama et al., 2000; Quifiones et a.,
2004; Soares-da-Silva & Serrdo, 2004, 2005; Uchino et al., 2002), das Alkylanz
Melphalan (Cornford et al., 1992; Uchino et al., 2002), das Muskelrelaxans Baclofen,
3-O-Methyldopa (Gomes & Soares-da-Silva, 1999), Alpha-Methyltyrosin, das
Antikonvulsivum Gabapentin (Uchino et al., 2002), das Antihypertensivum Alpha-
Methyldopa und die Schilddriisenhormone Trijodothyronin und Thyroxin (Ritchie et
al., 1999; Uchino et al., 2002). Fur das Pharmakon L-DOPA soll noch
herausgehoben werden, dass es vermehrt durch den unspezifischeren
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saureabhangigen Natrium-abhangigen Aminoséauretransporter LAT2 transportiert
wird (Soares-da-Silva & Serrdo, 2004, 2005). Die Transporterexpressivitat ist in
verschiedenen Geweben unterschiedlich und kann so fur diagnostische und
therapeutische Fragestellungen ausgenutzt werden. Hohe Werte fur LAT1 finden
sich im Gehirn und den Endothelien der Bluthirnschranke, Plazenta, Herzmuskulatur
und Tumoren (Chrostowski et al., 2009; Duelli et al., 2000; Kageyama et al., 2000;
Kido et al., 2001), die einen hohen Bedarf an Aminosauren aufweisen. LAT2 gibt es
vermehrt in der Niere und in Organen des Verdauungstraktes (Rossier et al., 1999;
Segawa et al., 1999). Gerade auch maligne Tumoren weisen aufgrund ihres
gesteigerten Stoffwechsels eine erhdhte Anzahl von Transportern des L-Systems
auf: So konnte in einer ganzen Reihe von Tumorentitdten wie Lebertumoren
(Ohkame et al., 2001), Blasen- (Kim et al., 2001), Mamma- (Shennan et al., 2003),
oralen Epidermoid- (Yoon et al., 2004), Osophagus- (Kobayashi et al., 2005) und
Prostatakarzinomen (Sakata et al., 2009), Adenokarzinomen der Lunge (Nakanishi et
al., 2006), Osteosarkomen (Kim et al., 2006) und Gliomen (Yanagida et al., 2001,
Kim et al., 2004) eine erhdhte Expression an LAT1 nachgewiesen werden. Dariliber
hinaus besteht eine Korrelation zwischen der Hohe der LAT1 Expression und der
weiteren Prognose fur den Patienten, wie Kaira und Mitarbeiter (2008) flir resektable
nichtkleinzellige Bronchialkarzinome herausfanden. Auch fir das Neuroblastom
konnten Sampaio-Maia und Mitarbeiter (2001) eine gesteigerte L-DOPA Aufnahme
Uber L-Typ Aminosauretransporter bei Neuro-2a Neuroblastomzellen der Maus
nachweisen.

Erwahnt werden soll auch noch der von Kim und Mitarbeitern (2001) entdeckte
Natrium-unabhéngige T-Typ Aminosauretransporter 1 (TAT1). TAT1 ist ein Protein,
das die intrazellulare Diffusion erleichtert, jedoch nur eine niedrige Substrataffinitat
besitzt. Auf diese Weise ist in geringen Mengen Natrium-unabhangig die Aufnahme
von aromatischen Aminosduren wie Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin, aber
auch von verwandten Substanzen wie 3-O-Methydopa und der Katecholaminvorstufe
L-DOPA maoglich.

Neue Therapieoptionen ergeben sich durch die bereits erwdhnte die
Aminosauretransporter des L-Systems hemmende Wirkung von BCH. Da bisher alle
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untersuchten Tumorgewebe eine erhéhte Expression von LAT1 aufwiesen, konnte in
einigen Studien gezeigt werden, dass so durch eine verringerte Aufnahme von
Aminosauren der Tumor ,ausgehungert* und eine Apoptose eingeleitet werden kann
(Kim et al., 2008). Shennan & Thomson (2008) konnten ebenfalls diesen Effekt fur
Mammakarzinom Zellkulturen nachweisen. Yamauchi und Kollegen (2000) sahen
sogar einen verstarkten Effekt bei gleichzeitiger BCH- und Cisplatintherapie bei
Plattenepithelzellkulturen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bisher fur L-DOPA kein spezifischer
Transporter entdeckt wurde, sondern dass es aufgrund seiner ahnlichen molekularen
Eigenschaften zusammen mit anderen Aminosauren und einigen weiteren
Medikamenten tber die L-Typ Aminosaurentransporter in das Zellinnere gelangt. Wie
weitere neuronale und maligne Gewebe besitzt auch das Neuroblastom eine grol3e
Anzahl dieser Transporter. Inwieweit im klinischen Alltag diese Strukturen in der
Molekularpathologie  bestimmend werden oder die Hemmung dieser
Transportsysteme in der medikamentdsen Tumortherapie Eingang findet, bleibt

abzuwarten.

1.2.4.2 Die Aufnahme von Dopamin Uber die neuronalen

Monoamintransporter

Die Dopamin-, Noradrenalin- und Serotonintransporter werden als neuronale

Monoamintransporter bezeichnet und bilden zusammen das Uptake 1 System.

1.2.4.2.1 Der Dopamintransporter (DAT)

Die zellulare Aufnahme von Dopamin entweder aus dem synaptischen Spalt zuriick
in das Neuron oder aber zwischen den Nervenzellen im Zentralnervensystem (ZNS)
erfolgt unter anderem uUber spezielle Dopamintransporter (DAT). Nach ersten
Vermutungen Uber die Existenz eines Dopaminrezeptors durch Iversen im Jahr 1971

konnte im Jahr 1991 ein solcher Transporter aus diversen Geweben von
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verschiedenen Autoren als ein ,cocaine-sensitive dopamine transporter® erstmals
geklont werden (Giros et al., 1991; Kilty et al., 1991; Shimada et al., 1991; Usdin et
al., 1991).

Die DAT gehdren zusammen mit den Noradrenalin- und den Serotonintransportern
zur Familie der Monoamintransporter, denen eine ahnliche Struktur gemeinsam ist.
So sind 66% der fur den Dopamintransporter kodierten Basenpaare deckungsgleich
mit denen des Noradrenalintransporters (NAT). Beim DAT handelt es sich um ein
Transmembranprotein, welches aus 620 Aminosauren und 12
Transmembrandoménen besteht (Giros et al, 1992). Das Gen des
Dopaminrezeptors (SLC6A3) ist auf dem Chromosom 5p15.3 (Vandenbergh et al.,
1992) lokalisiert und dehnt sich Uber 64kB bestehend aus 15 Exons und 14 Introns
aus (Kawarai et al., 1997). Eine Reihe von Krankheiten resultiert aus einer
fehlerhaften und zu geringen Expression an DATs wie die Schizophrenie, bipolare
Storungen und Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung (ADHS), die Crowe &
Vieland (1998) alle mit einem Defekt auf Chromosom 5 in Verbindung bringen.
Gainetdinov und Mitarbeiter (1999) konnten bei Knockout-Méausen fir das DAT-Gen
eine Hyperaktivitat - besonders auch bei einem Umgebungswechsel - belegen und
sahen so einen Zusammenhang zum ADHS des Menschen. Im Gegensatz dazu
weist eine erhohte Expression des DATs einen erniedrigten Dopamingehalt im
synaptischen Spalt auf und beglnstigt somit die Entstehung einer Depression
(Laasonen-Balk et al., 1999). Therapeutisch sind hier  Dopamin-
Wiederaufnahmehemmer wirksam. Weiter konnte ein Zusammenhang zwischen den
DAT Genpolymorphismen und Suchtverhalten wie Alkohol- und Nikotinabusus

gezeigt werden (Ueno et al., 1999; Ueno, 2003).

Der Dopamintransportvorgang ist ein Natrium- und Chlorid-abhangiger Prozess, bei
dem zwei Natriumionen und ein Chloridion zusammen mit einem Dopaminmolekul
dem Konzentrationsgefélle in die Zelle folgen, welches durch eine Na'/K* ATPase
generiert wird (Gu et al., 1994; Torres et al., 2003). Unter gewissen Voraussetzungen
ist dieser Transportvorgang auch umkehrbar. Zum einen andert sich der Transport
durch einen geanderten Na'- und CI'-Gradienten (Pifl et al., 1997). Pharmakologisch
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bedeutsam ist, dass sich durch gewisse Substanzen die intrazellulare Aufnahme von
Dopamin durch den DAT hemmen, gelegentlich auch umkehren lasst. So lassen sich
die Transportvorgange durch Amphetamine und deren Derivate wie beispielsweise
Methamphetamin (auch bekannt als ,Ecstasy”) oder Methylphenidate (bekannt als
.Ritalin“) hemmen, aber auch umkehren (Johnson et al., 1998; Sandoval et al., 2001;
Wall et al., 1995). Kokain und ihm verwandte Stoffe wirken hingegen als nicht-
selektive, kompetitive Inhibitoren lediglich hemmend auf die Monoamintransporter
(Ritz et al., 1987). Beiden gemeinsam ist jedoch ein erhdhter Dopamingehalt im
synaptischen Spalt, eine erhodhte Stimulation der Neuronen und eine daraus
resultierende psychostimulierende Wirkung des ZNS. Eine selektive Hemmung
einzig des DATSs ist durch Substanzen wie Mazindol oder durch die Kokainanaloga
GBR 12909 und GBR12783 mdbglich (Giros et al., 1992). Extraneuronal findet sich
der DAT im Gewebe der Niere und des Gastrointestinaltraktes, wie in den Parietal-
und Endothelzellen des Magens und den Endothelzellen des Pankreas (Eisenhofer,
2001). Auch beim Neuroblastom konnte der DAT in gewissen Konzentrationen

vorliegen (Z. Kugi, personliche Mitteilung).

1.2.4.2.2 Der Noradrenalintransporter (NAT)

Dopamin gelangt nicht nur tber den DAT aus dem synaptischen Spalt zurlick in die
Nervenzelle. Auch Noradrenalintransporter (NAT) beteiligen sich an der zellularen
Wiederaufnahme von Dopamin, wie durch einige selektive Hemmversuche der DAT
gezeigt werden konnte (Carboni et al., 1990; Mordén et al., 2002; Yamamoto &
Novotney, 1998). Erstmals konnte dieser Transporter im Jahr 1991 von Susan
Amara und Kollegen geklont werden (Pacholczyk et al.,, 1991), dessen Gen
(SLC6A2) auf Chromosom 16g12.2 lokalisiert ist, 45 kB umfasst und aus 14 Exons
und 13 Introns besteht (Gelernter et al., 1993; Pérzgen et al., 1995). Wie der DAT
verfigt auch der NAT dber 12 Transmembrandomanen und setzt sich aus 3
Aminosauren weniger als der DAT — namlich aus 617 Aminosauren — zusammen.
Ebenfalls erfolgt der Aufnahmevorgang in die Zelle Uber einen Na'/Cl-abhangigen
Cotransport, wobei das Substrat jedoch zusammen mit nur einem Natrium- und

einem Chloridion in die Zelle gelangt (Gu et al., 1994). Lokalisiert ist dieser
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Transporter hauptsachlich an der prasynaptischen Membran noradrenerger
Neuronen, wo sie fir den Rucktransport der Neurotransmitter aus dem synaptischen
Spalt zurtick ins Axon verantwortlich sind. Darliber hinaus finden sich grof3e Mengen

auch intrazellular in der Membran der Speichervesikel (Kippenberger, 1999).

Neben den sympathischen Neuronen findet sich dieser Katecholamintransporter
besonders in den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks, in den kapillaren
Endothelzellen der Lunge und in den Synzytiotrophoblasten des Plazentagewebes
(Eisenhofer, 2001). Ein inhomogenes Bild zeigt sich bei Tumoren des
Nebennierenmarks: So liegt beim Phaochromozytom eine sehr variable Expression
dieses Transporters vor (Cleary et al., 2005), wéhrend sich beim Neuroblastom eine
hohe Anzahl an NAT findet, wie durch Aufnahmeversuche mit dem
Noradrenalinanalogon [**']-mIBG gezeigt werden konnte (Carlin et al., 2003; Lode et
al., 1995; Mairs et al., 1994). Eine weitere fur diese Arbeit relevante Besonderheit
des NAT ist seine geringe Substanzspezifitat: Wie in einem PET-Review beschrieben
gelangen neben den Neurotransmittern Dopamin und Noradrenalin auch sogenannte
.falsche  Neurotransmitter* wie mIBG, Metaraminol, Phenylephrin  und
Hydroxyephedrin Uber die NAT in die Zelle (Ding et al., 2006). Gehemmt wird der
NAT neben den allgemeinen Monoamin-Transporter Inhibitoren Kokain und
Amphetamine selektiv durch die Substanzen Desipramin, Nisoxetin und Reboxetin
(Torres et al., 2003).

Sowohl dem DAT als auch dem NAT ist eine hohe Affinitat fir Katecholamine, bei
jedoch nur einer geringen Kapazitat, gemeinsam. Bei beiden Transportern weist
Dopamin die héchste Transporteffektivitat auf, besonders eindeutig zeigt sich dieser
Unterschied bei dem danach benannten DAT. Die Transportleistung fiir Noradrenalin

ist beim NAT doppelt so hoch wie fur Adrenalin (siehe Tabelle 5).
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Tabelle 5: Neuronale und nicht-neuronale Katecholamintransporter, Spezifitaten far
endogene Katecholamine und Inhibitoren (modifiziert nach Bayer, 2009 und
Eisenhofer, 2001)

Substratspezifitat | Inhibitoren (Auswahl)

Neuronale Transporter
NAT DA >NA>A Desipramin, Kokain, Nisoxetin
DAT DA >>NA> A Kokain, Mazindol, GBR-12909

Nicht-neuronale Transporter

OCT1 DA =A>>NA Isocyanine, Corticosterone
OCT2 DA >>NA> A Isocyanine, Corticosterone
OCT3 (EMT) A >>NA > DA Isocyanine, Corticosterone,

O-methylisoprenaline

Legende: NAT = Noradrenalintransporter, DAT = Dopamintransporter; OCT =
organischer Kationentransporter; EMT = extraneuronaler Monoamintransporter; DA =
Dopamin; NA = Noradrenalin; A = Adrenalin.

1.2.4.3 Die Aufnahme von Dopamin Uber die nicht-neuronalen

Monoamintransporter

Die nicht-neuronalen Monoamintransporter, die auch als Uptake 2 System
bezeichnet werden, umfassen die organischen Kationentransporter (engl. organic
cation transporter, kurz OCT) OCT1, OCT2 und OCT3 (Synonym: Extraneuronalen
Monoamintransporter, EMT). lhnen gemeinsam im Vergleich zum Uptake 1 System
ist eine geringere Katecholaminaffinitat bei hoherer maximaler
Katecholaminaufnahmerate sowie die Bevorzugung von Adrenalin vor Noradrenalin.
Weiter handelt es sich dabei im Unterschied zu den neuronalen Monoamin-
Transportern um einen Na'/Cl-unabhangigen Transportvorgang, welcher ein vollig
anderes pharmakologisches Inhibitionsprofil aufweist.

Erstmals wurde ein extraneuronaler Monoamintransporter (EMT) im Jahr 1990 bei
der geklonten Nierenzellkarzinom Zelllinie Caki-1 beschrieben (Schomig &
Schonfeld, 1990; Schomig et al., 1990), welcher 1998 bei Caki-1 Zellen und bei

Plazentagewebe als organischer Kationentransporter OCT3 identifiziert werden
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konnte (Grindemann et al., 1998b; Kekuda et al., 1998; Wu et al., 1998). Kurz zuvor
wurden bereits die beiden anderen organischen Kationentransporter OCT1 und
OCT2 geklont (Gruindemann et al.,, 1994, 1997). lhnen gemeinsam sind zwolf
Transmembrandoméanen und eine hohe Ubereinstimmung der
Aminosaurensequenzen, besonders zwischen OCT1 und OCT2. lhre Gene
SLC22A1-3 sind alle auf dem langen Arm von Chromosom 6 (60926-27) lokalisiert
(Grindemann & Schomig, 2000; Koehler et al., 1997; Verhaagh et al., 1999),
Veranderungen dieser Region wurden ebenfalls bei Erkrankungen wie Diabetes und
Atherosklerose beobachtet, sodass ein Verdacht eines Zusammenhangs dieser

Entitdten mit Veradnderungen der OCTs besteht.

Sie alle weisen ein breites Spektrum an aufzunehmenden Substanzen auf und
kénnen u.a. die Katecholamine Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin, 1-Methyl-4-
phenylpyridinium (MPP™), 5-Hydroxytryptamin und mIBG transportieren (Bayer et al.,
2009). Aber es bestehen auch Substratspezifitaten der einzelnen Transporter:
Tetraethylammonium ist ein gutes Substrat fur OCT1 und OCT2, Cholin wird
hingegen nur Gber den OCT1 transportiert, Histamin wird als Substrat von OCT2 und
OCT3 bevorzugt und Guanidin und Kreatinin werden von OCT2 préaferiert
(Grindemann et al., 1999). Aber auch in Bezug auf die Katecholamine gibt es
gewisse Unterschiede: Fur den Dopamintransport ist der OCT2 derjenige mit der
hdchsten Transportleistung (Grindemann et al., 1998a). Bei dem OCT1 ist ebenfalls
der Transport von Dopamin zusammen mit Adrenalin dem von Noradrenalin
Uberlegen (Breidert et al.,, 1998). Der OCT3 bevorzugt hingegen Adrenalin vor
Noradrenalin; Dopamin wird Uber diesen Transporter nur in geringen Mengen in die
Zelle aufgenommen (Grindemann et al., 1998b; Martel et al., 1999) (siehe Tabelle
1.5). Daruber hinaus spielen sie eine wichtige Rolle bei der Entgiftung im Kreislauf
zirkulierender kationischer Abbauprodukte (Breidert et al., 1998; Griindemann et al.,
1998a).

Die nicht-neuronalen Monoamintransporter kommen auf sympathisch innervierten
Geweben vor (Grindemann et al., 1998b). Aufgrund der unterschiedlichen

Katecholamineigenschaften der drei nicht-neuronalen Katecholamintransporter
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finden sich diese auch in unterschiedlichen Geweben entsprechend ihres
Stoffwechselbedarfs: Die OCTL1 finden sich in den Hepatozyten, in den Epithelzellen
des Verdauungstraktes und in geringen Mengen auch in der Niere (Breidert et al.,
1998; Grindemann et al.,, 1994; Hilgendorf et al., 2007; Lee et al.,, 2009). In
dopaminreichen Geweben wie den Nieren und den Gliazellen des ZNS trifft man auf
die OCT2 (Griundemann et al., 1998a; Lee et al., 2009). Hingegen findet sich der
OCT3 in einem breiten Spektrum an Geweben. Vor allen Dingen kommt dieser
Transporter in Zellen vor, welche einen hohen Adrenalinbedarf haben wie Leber,
Gehirn, Herz, Lunge, Blutgefal3e, Niere, Plazenta, Retina und andere (Haag et al.,
2004; Kekuda et al., 1998; Rajan et al., 2000; Wu et al., 2000).

Im Gegensatz zu den neuronalen Monoamintransportern lassen sie sich
pharmakologisch nicht durch trizyklische Antidepressiva oder Kokain hemmen.
Wegen ihrer Hemmbarkeit durch das Steroid Corticosteron wurden die OCTs bei
ihrer Identifizierung als Corticosteron-sensitive extraneuroanle
Katecholamintransporter beschrieben (Grindemann et al., 1998b), was in Zukunft fir
die Bildgebung des Phaochromozytoms und des Neuroblastoms bedeutsam sein
kann (Bayer et al.,, 2009). Neben dem Corticosteron lassen sich diese Transporter
durch Isocyanine und Pseudoisocyanine hemmen (Griindemann et al., 1998b; Russ
et a., 1993). Weiter sind in der Literatur auch einige spezifische Hemmstoffe
beschrieben: OCT1 wird selektiv durch Prazosin gehemmt; auch Phenoxybenzamin
hemmt den OCT1 reversibel, zusatzlich aber auch die OCT2 und 3 irreversibel. Auch
SKF550 inhibiert irreversibel OCT2 und 3 (Hayer-Zillgen et al., 2002). Ranitidin und
Famotidin sind beide zwei potente Inhibitoren der OCT1 und 2, daruber hinaus
scheint Famotidin einer der starksten Hemmstoffe des OCT3 zu sein (Bourdet et al.,
2005) (siehe Tabelle 5).
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1.2.5 Aktuelle Entwicklungen in der PET und SPECT
Diagnostik

Die Positronen-Emissions-Tomografie (engl. positron emission tomography, PET)
und Einzelphotonen-Emissions-Tomografie (engl. single photon emission computed
tomography, SPECT) zéhlen wie auch die Szintigrafie zu den funktionellen
bildgebenden Verfahren, die auf Stoffwechseleigenschaften der Organe oder
Organsysteme basieren. Gepaart werden diese Techniken zur anatomischen
Darstellung gerne mit morphologischen bildgebenden Verfahren wie dem CT und
dem MRT. Sowohl bei PET als auch bei SPECT werden Radionukleotide als
Radiopharmakon (sogenannte ,Tracer“) dem Patienten intravends verabreicht. Beim
PET werden Positronen, positiv geladene Teilchen (B*-Strahlung) verwendet. Ein
solches Positron interagiert mit einem benachbarten Elektron, sodass
Vernichtungsstrahlung entsteht, bei der zwei Photonen (y-Strahlung) mit 511 keV in
entgegengesetzter Richtung geschleudert werden, die dann mittels ringférmigem
Detektor aufgefangen werden. Die bei SPECT eingesetzten Tracer emittieren y-
Strahlen, welche mittels Gamma-Kamera gemessen werden. Fir die PET werden
neben '°F die radioaktiven Isotope *'C, N, 0, %Rb oder ®*Ga eingesetzt, wobei
diese im Vergleich zu denen bei SPECT eingesetzten Isotopen °!Cr, ®’Ga, *"Tc,

111y, 1231 131 138y und 29Tl eine wesentlich kiirzere Halbwertszeit aufweisen.

Tabelle 6: Auswahl an Isotopen mit Halbwertszeit und deren Einsatz als
Radiopharmakon

Isotop Halbwertszeit Radiopharmakon

BF 109 Minuten [*°F]-FDG, [°F]-6-FDOPA, [*°F]-6-FDA
123 13 Stunden [***]-mIBG

131 8 Tage [=H]-mIBG

Legende: [*°F]-FDG = [*®F]-Fluor-2-Desoxy-D-Glukose;

[*®F]-6-FDOPA = [*®F]-6-Fluoro-3,4-Dihydroxyphenylalanine;

[*®F]-6-FDA = [*®F]-6-Fluoro-Dopamin; [**1]-mIBG = [***|]-Metajodobenzylguanidin;
[1]-mIBG = [***1]-Metajodobenzylguanidin.

Beim PET wird bei Tumoren oder Entzindungen aufgrund der gesteigerten
Glykolyse hauptsachlich das Radiopharmakon [*®F]-Fluor-2-Desoxy-D-Glukose, kurz
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[*®F]-FDG, eingesetzt. Nach einer praklinischen Studie fir den Einsatz des [*®F]-FDG
PET (Wahl et al., 1991) und ersten kleineren klinischen Studien, bei den Shulkin und
Mitarbeiter im Jahr 1995 nachweisen konnten, dass das Neuroblastom und seine
Metastasen die radioaktiv markierte Glukose aufnimmt und speichert, konnte
Kushner und Mitarbeiter (2001) in einer ersten groBeren Studie den Benefit dieser
neuen Methode fur die Neuroblastompatienten nachweisen. In den letzten Jahren
konnte das [*®F]-FDG PET durch die gleichzeitige Durchfilhrung eines CTs oder
MRTs weiter verbessert werden. Tracer wie [*®F]-6-Fluoro-3,4-Dihydroxyphenylalanin
([*®F]-6-FDOPA) werden bislang u.a. bei der Parkinsonfriihdiagnostik und bei der
Diagnostik neuroendokriner Tumoren wie Karzinoiden, Inselzelltumoren des
Pankreas, Phaochromozytomen, Paragangliomen, medullarem
Schilddrisenkarzinom, dem Hyperinsulinismus, kleinzelligen Lungenkarzinomen und
beim Melanom eingesetzt. Obwohl Analogieschliisse mdglich sind, liegen fur das
Neuroblastom bis Mai 2007 - und dariber hinaus - keine Studien vor (Jager et al.,
2008). [*®F]-6-Fluoro-Dopamin ([*®F]-6-FDA) ist ein weniger gebrauchlicher Tracer,
der jedoch seinen Einsatz u.a. in der Kardiodiagnostik und ebenfalls in der
Diagnostik neuroendokriner Tumoren wie dem Phaochromozytom und dem

medullaren Schilddrisenkarzinom findet (Gourgiotis et al., 2003).

Diese beiden Substanzen - [*®F]-6-FDOPA und [**F]-6-FDA - sind im Hinblick auf
diese Arbeit von besonderem Interesse. Deshalb wurde ihre Aufnahme in Form des
Analogen [PH]-DOPA und [*H]-Dopamin sowie ihr Metabolismus in
Neuroblastomzellen nach Inkubation mit unmarkiertem 6-FDOPA und 6-FDA speziell

untersucht.

Das mit dem Isotop %I markierte Noradrenalinanalogon mIBG ist mittlerweile ein
etablierter Tracer fur die Diagnostik des Neuroblastoms. Bereits 1995 konnten Rufini
und Mitarbeiter beim Neuroblastom nachweisen, dass das [**I]-mIBG SPECT eine
knapp 10% hohere Sensitivitat aufweist als die planare Szintigrafie. Durch den
zusatzlichen Einsatz der SPECT neben der planaren Szintigrafie konnte in einer
aktuellen Studie die Sensitivitdt von 88% auf 93% erhoht werden (Vik et al., 2009).
Das mIBG SPECT/CT schliet die Lucke zwischen funktioneller und
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morphologischer Diagnostik und konnte die diagnostische Sicherheit erhdhen
(Rozovsky et al., 2008). Als Tracer kann auch [**!In]-Pentetreotid verwendet werden,
im Vergleich zu mIBG weist dieses Somatostatinanalogon jedoch eine geringere

Aufnahme und Anreicherung in Neuroblastomzellen auf (Jacobsson et al., 2007).

Unterschiedliche vergleichende Studien zwischen PET und SPECT liegen
mittlerweile bei verschiedenen Tumoren mit unterschiedlichen Tracern vor: Bei
unklaren Katecholaminerhéhungen weist das [**F]-FDOPA PET eine hohere
Sensitivitat fir die Lokalisation von Tumoren auf als die [***I]-mIBG Szintigrafie oder
als das CT bzw. das MRT. Diese Studie schloss Phaochromozytome,
Nebennierenhyperplasien, Paragangliome und Ganglioneurome ein (Fiebrich et al.,
2009). Ebenso ist bei der Diagnostik des metastasierten Phaochromozytoms das
[*®F]-6-FDA PET der [**!1]-mIBG Szintigrafie tiberlegen (llias et al., 2003). Fir das
Ganzkérper-PET/CT mit dem radioaktiven Noradrenalinanalogon [*'C]-Meta-
Hydroxyephedrin als Tracer besteht bei der Detektion von verschiedenen Tumoren
des sympathischen Nervensystem eine Uberlegenheit gegeniiber dem [**I]-mIBG
SPECT/CT (Franzius et al.,, 2006). Beim metastasierten Paragangliom und
Phaochromozytom ist das [*°F]-6-FDA PET/CT die beste diagnostische Methode,
gefolgt vom [*®F]-FDOPA PET und der [*?®]-mIBG Szintigrafie (Timmers et al., 2009).
Der Einsatz dieser Tracer ist aber nur so lange sinnvoll, solange der Tumor nicht zu
sehr entdifferenziert ist und keine Veranderungen der NAT vorliegen. Dann ist das
[*®F]-FDG PET/CT das Diagnostikum der Wahl (Shulkin et al., 1996).

1.3 Ziel der Arbeit

Die beiden Substanzen [*®F]-6-FDOPA und [**F]-6-FDA finden bei der Positronen-
Emissions-Tomografie in Kombination mit der Computertomografie (PET/CT) bisher
bei der Bildgebung verschiedener Entitdten ihren Einsatz. Das verbreitetere
[*®F]-6-FODPA wird bei der Parkinsonfriihdiagnostik und bei der Diagnostik einer
Reihe onkologischer Erkrankungen wie den neuroendokrin aktiven Tumoren

eingesetzt. [*®F]-6-FDA findet als Radiopharmakon sowohl Verwendung bei der
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Darstellung des Phaochromozytoms und moglicher Metastasen, als auch des
medulldaren Schilddriisenkarzinoms und der adrenergen Innervation des Herzens.
Physiologische Grundlage fur diese Mechanismen ist die Anwesenheit von
spezifischen Transportsystemen in diesen Geweben. So wird das radioaktiv
markierte 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) [®°F]-6-FDOPA uber die L-Typ
Aminoséauretransporter (LAT), das radioaktiv markierte Dopamin [*®F]-6-FDA iiber die
Dopamin- und die Noradrenalintransporter transmembranar aufgenommen. Da das
Neuroblastom wie auch das Phdochromozytom uber solche Katecholamintransporter
verfiigt, besteht fiir den Einsatz des spezifischeren [*®F]-6-FDA beim PET/CT groRRe
Hoffnung. Klinisches Ziel dieser Arbeit ist es die beiden Substanzen [*®F]-6-FDOPA
und [*°F]-6-FDA auf ihren méglichen Einsatz zur Tumorverlaufskontrolle des
Neuroblastoms zu untersuchen. Sowohl die zellulare Aufnahme als auch der
intrazellulare Metabolismus dieser Substanzen stehen somit im Zentrum der
Fragestellung dieser Arbeit. Dabei wurden die Versuche an Neuroblastom-Zelllinien
und an organische Kationentransporter (OCT) exprimierende Zellen durchfihrt und
die Aufnahme- und Stoffwechseleigenschaften miteinander verglichen. Zur
praktikableren Handhabung wurden die Aufnahmecharakteristika mit [*H]-Dopamin,
[**C]-DOPA und nach dessen enzymatischen Umsetzung mit [**C]-Dopamin
untersucht. Unmarkiertes 6-FDOPA und 6-FDA wurde eingesetzt um neben den
Aufnahmeeigenschaften auch den intrazellularen Metabolismus in den beiden
verwendeten Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly und den OCT

exprimierenden Zellen beschreiben zu kénnen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Material

Firma

Aluminiumoxidsaulchen

Einmalspritze 50 ml

Eppendorf-Cups 1,5 und 2,0 ml

Glaspipettenspitzen 5 ml, 10 ml
und 25 ml

Kryoréhrchen

Parafilm ,M*

Pasteurpipetten 230 mm
Photometermesskuvetten
Pipettenspitzen 200 und 1000 pl

Rohrchen 5 ml, 15 ml und 50 ml

Sterilfilter Minisart® 0,2 um Porengroélie
5000 D-Ultrafiltriersystem

Wagepapier

Zellkulturflaschen 75 cm?
Zellkulturflaschen 162 cm?

Chromsystems Instruments & Chemicals
GmbH, Minchen, D

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Corning Incorporated, New York, USA

Corning Incorporated, New York, USA
American National Can Company,
Chicago, USA

Firma WU, Mainz, D

SARSTEDT AG & Co., Numbrecht, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

SARSTEDT AG & Co., Numbrecht, D
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
D

Sartorius AG, Gottingen, D

Millipore Research & Development,
Bedford (MA), USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
D

BD Falcon Biosciences, Heidelberg, D
Corning Incorporated, New York, USA
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Zentrifugenréhrchen 5 ml, 15 ml und

BD Falcon Biosciences, Heidelberg, D

50 ml
Aullerdem wurden Alufolie, Latexhandschuhe, Spatel, Pinzetten und
Zentrifugenstander verschiedener Hersteller verwendet.
2.1.2 Gerate und Messapparaturen
Gerat Firma
B-Counter (Tri Carb 2900 TR) Canberra Packard Central Europe

Brutschrank

HPLC-Anlage:
Binédre Pumpe (G1312A)
Autosampler (G1313A)
Saulenthermaostat (G1316A)
C 18 Reversed Phase Saule

fur Urinkatecholamine

(5 pm, 4,6 mm x 150 mm)
Elektrochemischer Detektor

Typ HP 1049A
Computer HP ChemServer
Software HP ChemStation

Drucker

Mikroskop

Mikrowaage

Neubauer-Zahlkammern

Gesellschaft GmbH, Schwadorf, A
Heraeus Holding GmbH, Hanau, D
Hewlett-Packard GmbH, Béblingen, D:
komplett vertrieben von der Firma Bio-
Rad Laboratories GmbH, Munchen, D

EPSON Deutschland GmbH, Meerbusch,
D

Carl Zeiss AG, Oberkochen, D

Firma Will, Wetzlar, D

Sartorius AG, Gottingen, D
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH&Co
KG "Assistent", Sondheim/Rhon, D
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Photometer Ultrospec Plus Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala,
S

Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, D
Gilson, Inc., Middleton, USA

Pipettierhilfe INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald,
D

Sterile Werkbank Heraeus Holding GmbH, Hanau, D

Uber-Kopf-Schittler Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, D

Vortexer Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,

Schwabach, D
Bioblock Scientific AG, Frenkendorf, CH

Wasserbad Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,
D

Zentrifuge Rotixa 50 RS Hettich AG, Bach, CH

Zentrifuge Mikro 22 R Hettich AG, Béach, CH

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Substanzen Firma

Ampuwa Fresenius SE, Bad Homburg, D

L-Ascorbinsaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

Desipramin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

3,4-Dihydroxybenzylamin (DHBA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

Dopamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

EcoLume ICN Biomedicals GmbH, Frankfurt a. M.,
D
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Ethanol (70 %)

Fetales Kalberserum
6-Fluoro-DOPA

6-Fluoro-Dopamin

D-(+)-Glucose

D-MEM Medium 500 mi
(+ 1000 mgl/l
Pyruvat)

VLE RPMI Medium 500 ml

(w 2,0 g/l NaHCOg3, w/o L-Glutamin)
Penicillin / Streptomycin

(10000 U / 10000 pg/ml)
Perchlorséaure (HCIO,4) (60%)

Glucose, L-Glutamin,

Phosphat gepufferte Saline mit Ca®* und
Mgz+ (PBS™)

Phosphat gepufferte Saline ohne Ca**
und Mg?* (PBS™)

Trypanblau-Lésung (0,4%)

Trypsin / EDTA L6sung
(0,05% / 0,02% in PBS w/o Ca**, Mg?®")
Tyrosin

Apotheke des  Universitatsklinikums
Tldbingen

Biochrom AG, Berlin, D

ABX GmbH, Radeberg, D

Institut fir Organische Chemie der
Universitat Tabingen nach dem Protokoll

von Seitz et al., 2000

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

Biochrom AG, Berlin, D

Biochrom AG, Berlin, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

Biochrom AG, Berlin, D

Biochrom AG, Berlin, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

Biochrom AG, Berlin, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D
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2.1.4 Radioaktive Substanzen

Substanzen

Firma

[**C]-3,4-Dihydroxyphenylalanine
([**C]-DOPA)

MG =199 g/mol

50 uCi / 1000 Wl

54 mCi/ mM (2 GBq / mM)
[**C]-Dopamin

MG = 156 g/mol

50 uCi / 1000 Wl

54 mCi/ mM (2 GBq / mM)
[*H]-Dopamin

MG = 156 g/mol

250 pCi / 250 pl

49 Ci/ mM (1.81 TBq / mM)

2.1.5

2.1.5.1 Lo6sungen

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
D

Durch enzymatische Decarboxylierung
aus [**C]-DOPA
Kapitel 2.2.3.4.1 und Kapitel 3.2.1)

hergestellt  (siehe

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
D

Verwendete Losungen und Zellkulturmedien

PBS

Substanz Konzentration
NaCl 0,14 M

KCI 2,7mM
Na;HPO, 3,2 mM
KH2PO4 1,5mM
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PBS™":

Wie PBS ', aber zusatzlich:

Substanz ‘ Konzentration
ca* 3,2mM

Mg** 4,1 mM

Aufbewahrt wurden beide Losungen bei 4 °C.

2.1.5.2 Zellkulturmedien

RPMI 1640 Zellkulturmedium:

Substanz Konzentration
Very Low Endotoxin RPMI 1640 (VLE-

RPMI 1640)

Fetales Kalberserum (FCS) 10 %
L-Glutamin 2mM
Penicillin 100 IU/ml
Streptomycin 100 1U/mi

DMEM Zellkulturmedium:

Substanz Konzentration

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) mit Earle's Salzen

Natriumbikarbonat (NaHCO3) 0,85 mg/ml
Fetales Kalberserum (FCS) 10 %
Penicillin 100 IU/ml
Streptomycin 100 1U/ml

Aufbewahrt wurden die beiden Medien bei 4 °C.
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Einfriermedium:

Substanz Konzentration
Medium 80 %
Fetales Kalberserum (FCS) 10 %
Dimethylsulfoxid (DMSO) 10 %

Bis zu seiner Verwendung wurde es bei -20 °C eingefroren.

2.1.6

Verwendete Zelllinien

Tabelle 7: Verwendete Zelllinien mit Beschreibung, Herkunft und Literaturangaben

Zelllinie | Charakteristik Transporter | Herkunft Literatur
SK-N- monoklonale Zelle | NAT American Type | Biedler et al,
eines differenzierten, Culture Collection | 1973, 1978;
SH homogenen (ATCC), Maryland, | Kuci et al., 2002;
Neuroblastoms USA Lode et al., 1995;
(human) Ross et al., 1981
Kelly monoklonale Zelle | (NAT) German Collection | Kugi et al., 2002;
eines Neuroblastoms of Microorganisms | Preis et al., 1988;
(human) and Cell Cultures | Schwab et al,
(DSMZ), 1983
Braunschweig, D
Caki-1 monoklonale Zelle | OCT3 (EMT) | American Type | Fogh et al., 1977;
eines Culture Collection | Grindemann et
Nierenzellkarzinoms (ATCC), Maryland, | al., 1998b, 1999;
(human) USA Schémig &
Schonfeld, 1990;
Schoémig et al.,
1990
EMT- monoklonale, OCT3 (EMT) | Institut fur | Graham et al.,,
embryonale Pharmakologie der | 1977;
HEK Nierenzelle  (human), Universtéat Grindemann et
203 transformiert mit OCT3 Heidelberg (Prof. | al., 1998b, 1999
(EMT) Schomig), D
OCT1- monoklonale, OCT1 Institut fur | Graham et al.,
embryonale Pharmakologie der | 1977,
HEK Nierenzelle (human), Universtat Martel et al.,
203 transformiert mit OCT1 Heidelberg (Prof. | 1996
Schomig), D
OCT2- monoklonale, OCT2 Institut fur | Graham et al,
embryonale Pharmakologie der | 1977;
HEK Nierenzelle  (human), Universtat Grindemann et
203 transformiert mit OCT2 Heidelberg (Prof. | al., 1997, 1998a
Schémig), D
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2.1.6.1 Charakterisierung der verwendeten Zelllinien

2.1.6.1.1 Die SK-N-SH Neuroblastom-Zelllinie

Unter den vielen mittlerweile kultivierten menschlichen Neuroblastom-Zelllinien fand
die SK-N-SH zusammen mit der Kelly Zelllinie in dieser Arbeit stellvertretend fur das
Neuroblastom im Organismus ihren Einsatz. Diese SK-N-SH Zelllinie wurde 1970
aus dem Gewebe eines Knochenmarkaspirats eines vierjahrigen Madchens
gewonnen und seither fur Tumorzellforschungen und fir Studien der neuronalen
Zellbiologie kultiviert (Biedler et al., 1973). Sie gehért zu den adrenergen - also zu
den Katecholamin-produzierenden - Neuroblastom-Zelllinien. Die SK-N-SH
Neuroblastom-Zelllinie ist in Bezug auf ihre neuronale Enzymexpression multipotent
(Biedler et al., 1978). Die fur den Katecholaminstoffwechsel notwendigen einzelnen
Enzyme wurden in unterschiedlichen Konzentrationen nachgewiesen. So zeigte sich
fur die Tyrosin-Hydroxylase eine niedrige, fur die Aromatische L-Aminosaure
Decarboxylase eine maRige und fuar die Dopamin-B-Hydroxylase eine hohe
Konzentration in den SK-N-SH Zellen. Die N-Methyl-Transferase zur Synthese von
Adrenalin war nicht nachweisbar (Kugi et al., 2002; Ross et al., 1981). Damit lasst
sich erklaren, dass im Katecholaminstoffwechsel der SK-N-SH Zelllinie Noradrenalin
das Endprodukt ist. Die Aufnahme der Katecholamine in die SK-N-SH erfolgt tber
den NAT, ein DAT kommt bei dieser Zelllinie nicht vor (Lode et al., 1995), bzw.
hochstens in sehr geringer Auspragung (Kuci et al.,, unvertffentlicht). Die
Verdopplungszeit der adhéarent wachsenden Zellen in der Zellkultur wird in der

Literatur mit ca. 46 Stunden angegeben (Ross et al., 1981).

2.1.6.1.2 Die Kelly Neuroblastom-Zelllinie

Die Kelly Neuroblastom-Zelllinie unterscheidet sich von der SK-N-SH Zelllinie durch
ihre hohe 100-120 fache DNA N-MYC Amplifikation (Schwab et al., 1983). Dies weist
auf eine geringere Differenzierung und ein rascheres Wachstum hin und dient als
Modell eines rasch fortschreitenden Tumors (Preis et al., 1988). Die Kelly Zellen

produzieren die aromatische Aminosaure DOPA und die Katecholamine Dopamin
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und Noradrenalin in groRen Mengen. Adrenalin wird nicht synthetisiert. Der fir die
Aufnahme der Katecholamine notwenige NAT wird synthetisiert, die Genexpression
liegt jedoch nur bei 20% im Vergleich zur SK-N-SH Zelllinie (Kugi et al., 2002).

2.1.6.1.3 Die Caki-1 Nierenkarzinom-Zelllinie

Die erste Beschreibung eines extraneuronalen Transportmechanismus von
Noradrenalin fand durch Experimente mit der humanen Nierenkarzinom-Zelllinie
Caki-1 1990 statt (Schémig & Schonfeld, 1990; Schomig et al., 1990). Grindemann
und  Mitarbeiter (1998b, 1999) konnten einige Jahre spater den
Transportmechanismus dieser Nierenkarzinom-Zelllinie als einen organischen
Kationentransporter beschreiben. Urspriinglich entstammt die Caki-1 Zelllinie einem
49-jahrigen  mannlichen kaukasischen Patienten mit einem Kklarzelligen
Nierenkarzinom (Fogh et al., 1977).

Diese Zelllinie wurde ausgewahlt, da bei ihr die extraneuronale Aufnahme von 6-FDA
Uber den extraneuronalen Monoamintransporter OCT3 - wie auch bei der EMT-HEK
293 Zelllinie - untersucht werden kann (siehe dazu auch Kapitel 1.2.4.3).

2.1.6.1.4 Die EMT-HEK 293, OCT1-HEK 293 und OCT2-HEK 293 Zelllinien

Graham und Mitarbeitern gelang 1977 die Transformation menschlicher embryonaler
Nierenzellen mit DNA-Fragmenten des Adenovirus Typ 5. Diese so kunstlich
synthetisierte und adharent wachsende Nierentumorzelllinie HEK-293 (Human
Embryonic Kidney) wurde spater fir unterschiedliche Fragestellungen weiter
transformiert. Die fur organische Kationentransporter OCT1-3 kodierenden DNA-
Sequenzen wurden auf die Nierentumorzelllinie HEK-293 Ubertragen und kultiviert
(Grindemann et al., 1997, 1998a,b, 1999; Martel et al., 1996). So weisen die
einzelnen Zelllinien jeweils spezifische Transporter mit unterschiedlichen
Substratspezifitaten auf (siehe dazu Tabelle 1.5, Seite 29). Die Zelllinien OCT1-HEK
293 und OCT2-HEK 293 haben fur Dopamin eine hohe Affinitat, die Zelllinie EMT-
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HEK 293 hingegen eine niedrige (Breidert et al., 1998; Grindemann et al., 1998a,b;

Martel et al., 1999) (siehe Kapitel 1.2.4.3).

Verwendet wurden diese Zellen, um die Aufnahme von 6-FDA (ber die extra-

neuronalen Monoamintransporter OCT1-3 jeweils selektiv zu untersuchen.

2.1.7 Ubersicht Uiber chemische Strukturen der verwendeten

Katecholamine und analogen Verbindungen

Tyrosin:

IUPAC-Nomenklatur:
2-amino-3-(4-hydroxyphenyl)propanoic acid

Summenformel:
C9H11NO3
Molekulargewicht:
181,19 g/Mol

Legende: IUPAC = Internationale Union fir reine und angewandte Chemie (engl.

International Union of Pure and Applied Chemistry)

3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA):

IUPAC-Nomenklatur:
(2S)-2-amino-3-(3,4-dihydroxyphenyl)propanoic acid

Summenformel:
CoH11NO4
Molekulargewicht:
197,19 g/Mol

o
\_0 o
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6-Fluoro-3,4-Dihydroxyphenylalanine (6-Fluoro-DOPA):

IUPAC-Nomenklatur:
(2S)-2-amino-3-(2-fluoro-4,5-dihydroxyphenyl)propanoic

acid
Summenformel:
CoH10FNO4
Molekulargewicht:
215,18 g/Mol

Dopamin:

IUPAC-Nomenklatur:
4-(2-aminoethyl)benzene-1,2-diol

Summenformel:
CsH11NO;
Molekulargewicht:
153,18 g/Mol

6-Fluoro-Dopamin:

IUPAC-Nomenklatur:

4-(2-aminoethyl)-5-fluorobenzene-1,2-diol

Summenformel:
CgH10FNO>
Molekulargewicht:
171,17 g/Mol
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Desipramin:

IUPAC-Nomenklatur:
3-(5,6-dihydrobenzo[b][1]benzazepin-11-yl)-N-

methylpropan-1-amine
Summenformel:
Ci1sH22N>
Molekulargewicht:
266,38 g/Mol
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2.2 Methoden

Die im Folgenden beschriebenen Methoden mit Zellkulturen setzten ein steriles
Arbeiten voraus, um Kontaminationen mit Bakterien, Mykoplasmen oder Pilzen zu
vermeiden. Neben dem Einsatz von Antibiotika fand daher ein Grol3teil der Arbeit an
der Sterilbank statt, und bei diesen Tatigkeiten wurden Einmalhandschuhe getragen.
Die Arbeitsflache, die Handschuhe sowie die eingesetzten Gegenstédnde - sofern
diese nicht steril verpackt waren - wurden vor dem Einsatz mit Ethanol (70 %)
bespriht und so desinfiziert. Hergestellte Reagenzien wurden durch den Einsatz
steriler Filter gereinigt. Vor dem Arbeiten mit Zellkulturen wurden die eingesetzten
Reagenzien und Medien im Wasserbad auf 37°C erwarmt.

2.2.1 Herstellung der L6osungen

2.2.1.1 Herstellung der Ascorbatlésung

Um den Zellkulturen wahrend des Wachstums Ascorbinséure (ascorbic acid, AA)
(final concentration (f.c.): 50 pM) beigeben zu konnen, wurde eine 175 mM
Ascorbinsaureldésung hergestellt, die dann in Eppendorf-Cups bei -20°C eingefroren
wurde. Vor dem Einsatz wurde diese Lésung in einem Verhaltnis von 1:10 mit PBS™"

verdunnt, sodass eine 17,5 mM L6sung entstand.

Dazu wurde Ascorbinsadure (MG = 176,1 g/Mol) in sterilem Wasser (Ampuwa) gelost,
mit einem Filter (0,2 um Porengrof3e) steril filtriert und bis zum jeweiligen Einsatz
eingefroren. Da die gelOoste Ascorbinsaure instabil und lichtempfindlich ist, musste
bei jedem Arbeitsschritt versucht werden, die L6sung von Licht fernzuhalten. Dies

geschah durch Umwickeln der Eppendorf-Cups mit Alufolie.

Auf dieselbe Weise wurden fur die Durchfihrung der Versuche Aliquote von 10 pl mit
einer Ascorbatkonzentration von 10 mM hergestellt.
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2.2.1.2 Herstellung der  6-Fluoro-DOPA-L6sung und der

6-Fluoro-Dopamin-Losung

Fur die Durchfihrung der Versuche zur zellularen Aufnahme (Kapitel 2.2.3.1) wurden
10 pl Aliguote mit 10 mM 6-Fluoro-DOPA (6-FDOPA) und 10 mM 6-Fluoro-Dopamin
(6-FDA) hergestellt:

Das dafur abgewogene 6-FDOPA Pulver (MG = 252 g/Mol) und das 6-FDA Pulver
(MG = 208 g/Mol) wurde zuerst in 1 mM Salzséaure (HCI) gel6st, die aus 1 M HCI und
sterilem Wasser (Ampuwa) im Verhaltnis 1:1000 hergestellt wurde. Nach einem
sterilen Filtriervorgang mit Sterilfilter Minisart® 0,2 um Porengréf3e wurde sowohl die
6-FDOPA als auch 6-FDA Losung in Eppendorf-Hutchen pipettiert und bei -20°C
eingefroren. Beim weiteren Arbeiten musste ebenfalls darauf geachtet werden, dass
die 6-FDOPA und die 6-FDA LoOsung nicht dem Licht ausgesetzt wurde. Die
Eppendorf-Cups wurden daher ebenfalls mit Alufolie umwickelt.

2.2.1.3 Herstellung der Glukoselésung

Bei der Durchfuhrung der Versuche wurden die Zellen in einer 55 mM
Glukoselésung als Energiespender suspensiert. Glukosepulver (MG = 180 g/Mol)
wurde daher entsprechend in PBS™ geldst, mit einem Filter (0,2 pm Porengréie)

steril filtriert und anschlie3end ebenfalls bei -20°C eingefroren.
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2.2.1.4 Herstellung potentieller Inhibitoren

Fur die Durchfuhrung der Aufnahmeversuche mit radioaktiven Substanzen wurden
Aliquote folgender Substanzen zur potentiellen Hemmung der Transporter

hergestellt:

Desipramin-HCI:

1,5 mg Desipramin (MG = 303 g/Mol) wurden in 10 ml H,O (Ampuwa) geldst.
Dadurch entstand eine 5 x 10% M Lésung. Davon wurde dann bei der
Versuchsdurchfilhrung 10 pl zu 500 pl Zellsuspension gegeben (f.c.: 1 x 10° M)
(siehe Kapitel 2.2.1.2).

Dopamin HCI:
9,5 mg Dopamin (MG = 190 g/Mol) wurden in 10 ml 1 mM Salzsaure (HCI) gelost.

Aus der so entstandene 5 x 10° M Lésung wurde bei der Versuchsdurchfiihrung
10 ul zu 500 pl Zellsuspension gegeben (f.c.: 1 x 10 M) (siehe Kapitel 2.2.1.2).

Tyrosin'HCI:
Zur Herstellung von 10 pl Tyrosin zur Zugabe in die 500 pl Zellsuspensionen

(f.c.: 1 x 10” M) wurden 10,85 mg Tyrosin (MG = 218 g/Mol) in 10 ml 1 mM HCI
geldst (siehe Kapitel 2.2.1.2).

6-Fluoro-DOPA'HCI (6-FDOPA):
0,2 mg 6-FDOPA (MG = 252 g/Mol) wurde in 100 pl 1 mM HCIl und 100 pl PBS™ mit
Ascobat (AA) geldst und so eine 5 x 10 M Lésung hergestellt. Davon wurde bei der

Versuchsdurchfiihrung 10 pl in die 500 pl Zellsuspension pipettiert (f.c.: 1 x 10™)
(siehe Kapitel 2.2.1.2).
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6-Fluoro-Dopamin'HCI (6-FDA):
Bei der Herstellung von 6-FDA wurde 1,6 mg 6-FDA (MG = 208 g/Mol) in 800 pl
1 mM HCI gelést und davon 200 pl zu 200 ul PBS™ + AA gegeben. Der

Versuchsansatz aus 500 pl Zellsuspension hatte dann nach Zugabe von 10 pl der
hergestellten 6-FDA Lésung eine f.c. von 10“ M (siehe Kapitel 2.2.1.2).

2.2.2 Arbeiten mit Zellkulturen

2.2.2.1 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden in 162 cm?, seltener auch in 75 cm? Kulturflaschen in 35 ml
Medium bei grof3er bzw. in 25 ml Medium bei mittlerer Flaschengrdol3e kultiviert. Als
Medium diente je nach Zelllinie das RPMI 1640 Zellkulturmedium zur Kultivierung der
SK-N-SH, Kelly und der Caki-1 Zelllinie. Das DMEM Zellkulturmedium wurde bei den
Zelllinien EMT-HEK 293, OCT1-HEK 293 und OCT2-HEK 293 eingesetzt. Bei
konstanten Inkubationsbedingungen im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO;, und einer
Wasserdampf-gesattigten Atmosphare von 100 % wurden die Zellen angezichtet.
Alle 48 Stunden (h) wurde zur Optimierung der Kulturbedingungen 100 pl 17,5 mM
Ascorbinsdure (f.c. 50 pM) in die Zellkulturflaschen pipettiert. In regelméafRigen
Abstanden wurde das Wachstum mittels Mikroskop kontrolliert und Verunreinigungen
oder das Wachstum von Mikroorganismen ausgeschlossen. Bei farblichen
Veranderungen des Mediums, die eine pH-Anderung signalisieren, von rot zu
orange, wurde dieses ausgetauscht. Sobald ein konfluenter Zellrasen entstanden

war, wurden die Zellen abgeerntet, passagiert oder fur Versuche weiterverwendet.
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Tabelle 8: Verwendete Medien und Erntebedingungen der einzelnen Zelllinien

Zelllinie Zellkulturmedium Ernten
SK-N-SH RPMI 1640 Zellkulturmedium mit Trypsin
Kelly RPMI 1640 Zellkulturmedium mit Trypsin
Caki-1 RPMI 1640 Zellkulturmedium mit Trypsin
EMT-HEK 293 DMEM Zellkulturmedium ohne Trypsin
OCT1-HEK 293 DMEM Zellkulturmedium ohne Trypsin
OCT2-HEK 293 DMEM Zellkulturmedium ohne Trypsin

Der Einsatz von Ascorbat bei der Kultivierung der Zelllinien

Als Modifikation der konventionellen Zellkultivierung wurden die wachsenden
Zelllinien alle 48 h mit Ascorbinsaure (f.c.. 50 uM) versorgt. Ascorbat dient im
Katecholaminstoffwechsel als Cofaktor der Dopamin-B-Hydroxylase bei der
Umwandlung von Dopamin zu Noradrenalin (Levine et al., 1985). Seitz und
Mitarbeiter konnten weitere Effekte bei der SK-N-SH Zelllinie ausmachen wie einen
allgemein gesteigerten Katecholaminstoffwechsel in den Neuroblastomzellen. So
wirkt sich eine kurzfristige Gabe (2 h) von Ascorbat in einer erh6hten enzymatischen
Aktivitat der Tyrosin-Hydroxylase und verstarkt synthetisiertem DOPA aus.
Vermutlich daraus resultierend sind auch die Katecholamine Dopamin und
Noradrenalin erhdht. Bei einer Langzeitexposition (5 Tage) erhoéht sich die
Genexpression der Tyrosin-Hydroxylase bis auf das Dreifache. Weiter konnte gezeigt
werden, dass der Ascorbatgehalt im Medium nach 24 h auf 20-25 % sinkt, wahrend
der intrazellulare Gehalt sich auf ein Mehrfaches erhoht (Seitz et al., 1998). Ein so
gesteigerter Metabolismus war bei den weiteren Untersuchungen und enzymatischen

Umwandlungen in dieser Arbeit hilfreich.
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2.2.2.2 Ernten und Passagieren der Zellen

Zur Vorbereitung der Versuche oder zum erneuten Aussden der Zellen in mehreren
neuen Zellkulturflaschen wurden die Zellen abgeerntet. Mit einer Vakuumpipette
wurde das Medium aus den Flaschen abgesaugt. Bei den Zelllinien SK-N-SH, Kelly
und Caki-1 wurde der Zellrasen mit 2,5 ml auf 37°C aufgewarmtem Trypsin bei
gro3en, mit 1,3 ml bei kleinen Kulturflaschen benetzt. Nach kurzer Einwirkzeit von
einer Minute wurden durch Schutteln und leichtes Beklopfen die adharenten Zellen
gelost. Die Trypsin-Zell-Suspension wurde mit ebenfalls auf 37°C vorgewdrmtem
Nahrmedium auf 10 ml aufgefillt und die Toxizitat des Trypsins so neutralisiert. Die
Zelllinien EMT-HEK 293, OCT1-HEK 293 und OCT2-HEK 293 konnten ohne Einsatz
von Trypsin mit dem DMEM Zellkulturmedium von dem Flaschenboden
abgeschwemmt werden (siehe Tabelle 8). Die so entstandene Zellsuspension wurde
nach mehrmaligem Aufsaugen und Ablassen entsprechend in 15 ml oder bei Zellen
mehrerer Kulturflaschen in 50 ml Zentrifugenréhren pipettiert und 5 min bei 400 x g
zentrifugiert (Zentrifuge Rotixa 50 RS, Hettich AG, Bach, CH). Anschliel3end wurden
einzelne Versuche durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.2.3) oder nach Absaugen des
Uberstandes mit einer Vakuumpipette zur Entfernung der Trypsinreste die Zellpellets
mit 10 ml des entsprechenden Mediums resuspensiert. Anteile des Suspensats
wurden dann im Verhaltnis von 1:2 bis 1:10 in 2 bis 10 Zellkulturflaschen pipettiert

und mit dem entsprechenden Medium wieder auf 35 ml (bzw. auf 25 ml) aufgefllt.
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Flussdiagramm 1: Ernten und Passagieren der Zellen

Absaugen des Mediums mit einer Vakuumpipette

1

(Abtrypsinieren des Zellrasens bei den Zelllinien SK-N-SH, Kelly und der Caki-1)

Ablosen der Zellen durch Schitteln und leichtes Beklopfen der Kulturflaschen
l
Zellen mit entsprechendem Medium suspensieren und auf 10 ml auffillen,
mehrmaliges Aufsaugen und Ablassen der Suspension, Pipettieren der Losung in
Zentrifugenréhrchen

!

5 min bei 400 g zentrifugieren

!

Absaugen des Uberstandes mit einer Vakuumpipette
! l
Resuspensieren mit 10 ml Kulturmedium Anschlie3en der weiteren Versuche
! (siehe Kapitel 2.3.3)
Aufteilen der Suspension in 2-
10 Kulturflaschen und Auffullen mit

Kulturmedium auf 35 ml
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2.2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zelllinien

2.2.2.3.1 Das Einfrieren von Zelllinien

Nach dem Ernten der Zellen wie in Kapitel 2.2.2.2 beschrieben konnten diese, wenn
sie fur Versuche gerade nicht benétigt wurden, eingefroren werden und so fur
mehrere Jahre in flissigem Stickstoff konserviert werden. Das Zellsediment wurde
nach dem Zentrifugieren nicht mit 10 ml Kulturmedium, sondern mit 1 ml
Gefriermedium (Zusammensetzung siehe Kapitel 2.1.5.2) suspensiert und
anschlieBend in Kryoréhrchen pipettiert und mit Zellstofftichern umwickelt. Diese
wurden dann bei -80°C eingefroren und nach einigen Tagen zur besseren

Konservierung in flissigem Stickstoff gelagert.

Das Gefriermedium muss zum Schutz der Zellen Dimethylsulfoxid (DMSO) enthalten,
welches wie eine Art ,Frostschutzmittel* die Zellen vor Schaden bewahrt.
Zeitabhangig kann diese Substanz in warmem Zustand aber die Zellen schadigen,
sodass sowohl das Einfrieren als auch das Auftauen mdglichst wenig Zeit in

Anspruch nehmen darf.

2.2.2.3.2 Das Auftauen von Zelllinien

Moglichst rasch wurden die gefrorenen Zellen bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und
anschlieBend sofort in 10 ml kaltem Kulturmedium resuspensiert. Es folgte ein
funfminatiges Zentrifugieren bei 400 x g, sodass anschlieRend der DMSO-haltige
Uberstand mit einer Vakuumpipette entfernt werden konnte. In frischem Medium

wurden die aufgetauten Zellen dann in Kulturflaschen ausgesat.
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2.2.2.4 Die Zellzahlbestimmung

Um eine relativ konstante Anzahl an Zellen fur die Durchfihrung der Versuche zu
haben und auch zur Uberpriifung des Zellgehaltes wahrend des Passagierens der
Zellen, wurde eine Zellzahlbestimmung mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
durchgefiihrt. Dabei wurden 50 pl einer PBS**-Zellsuspension mit 50 pl bzw. 150 pl
der Trypanblau-L6sung (0,4%) in einem Eppendorf-Cup gemischt und ein Tropfen
der gefarbten Zellsuspension zwischen Deckglas und Neubauer-Zdhlkammer
gegeben. Durch das Mikroskop lie3en sich so vitale Zellen als ungeféarbte, tote als
gefarbte Zellen darstellen. Die toten Zellen wurden beim Zahlen nicht bertcksichtigt.
Da die Trypanblau-Losung zytotoxisch ist, war auch hier ein rasches Arbeiten
vonnoten. Die Zellzahl wurde in allen 4 Quadranten (je 16 Kleinquadrate) bestimmt,
das arithmetische Mittel gebildet und mit dem Verdinnungsfaktor 2 bzw. 4 und mit
dem Faktor 10* multipliziert, da sich in jedem Quadranten 0,1 pl Zelllbsung befanden.
Auf diese Weise konnte bestimmt werden, wie viele Zellen sich in einem Milliliter der
Ausgangssuspension befanden.

2.2.3 Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung

2.2.3.1 Zellulare Aufnahme von 6-FDOPA und 6-Fluoro-Dopamin

Wie im Kapitel 2.2.2.2 beschrieben, wurden die Zellen aus den Kulturflaschen
abgelost, fiir 5 min bei 400 x g zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Das uibrig
gebliebene Zellpellet wurde dann mit 10 ml PBS++ resuspensiert. Daraufhin wurde
eine Zellzahlbestimmung durchgefuhrt, wie es im Kapitel 2.2.2.4 vorgestellt wurde.
Aus den 50 ml Zentrifugenréhrchen wurden daraufhin die entsprechenden Volumina
fur 10 x 10° bzw. 5 x 10° Zellen entnommen und jeweils in zwei 15 ml-
Zentrifugenréhrchen pipettiert. Nachdem diese Suspensionen erneut 5 min bei
400 x g zentrifugiert wurden und die Uberstande abgesaugt waren, wurden die aus
10 x 10° bzw. 5 x 10° Zellen bestehenden Zellpellets mit 1 ml einer Losung aus

PBS™ und Glucose (5,5 mM) resuspensiert und in ein 37°C warmes Wasserbad
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gestellt. In jedes dieser zwei Réhrchen wurde schlie3lich noch 10 pl Ascorbinséure
(AA) (10 mM; f.c.: 100 puM) hinzugegeben. In den ersten Ansatz wurde 10 ul
6-FDOPA (10 mM; f.c.: 100 pM) und in den zweiten Ansatz 10 pl 6-Fluoro-Dopamin
(6-FDA, 10 mM; f.c.: 100 uM) pipettiert. Nach funfminatiger Inkubation im Wasserbad
wurde von jedem Ansatz nach gutem Homogenisieren der Probe die Halfte
entnommen. Diese 0,5 ml (diese entsprechen ungefahr 5 x 10° bzw. 2,5 x 10° Zellen)
wurden in ein 15 ml-Zentrifugenrdhrchen gegeben. Zur Beendigung der
Substanzaufnahme und des intrazellularen Katecholaminmetabolismus wurde das
Zentrifugenréhrchen mit 14 ml 4°C kaltem PBS™ aufgefiillt. Mit den im Wasserbad
bei 37°C verbliebenen Proben (0,5 ml, ungefahr 5 x 10° bzw. 2,5 x 10° Zellen) wurde
nach insgesamt 30 min dasselbe Verfahren durchgefiihrt. Die mit 14 ml kaltem
PBS™ (4°C) aufgefiillten Proben wurden dann 5 min bei 400 x g zentrifugiert und die
Uberstande mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Ziel dieses Schrittes war es, die
nicht von den Zellen aufgenommenen 6-FDOPA- und 6-FDA-Reste zu entfernen. Um
diesen Anteil moglichst gering zu halten, wurde dieser Schritt ein zweites Mal
wiederholt, indem die Zellpellets erneut mit 14 ml kaltem PBS++ resuspensiert und
anschlieBend erneut zentrifugiert wurden. Die Uberstande wurden dann zuerst mit
einer Pasteurpipette, anschlieend mit einer 200 ul Pipette abgesaugt um nach
Moglichkeit nur die Zellpellets zuriickzulassen. Diese ca. 5 x 10° bzw. 2,5 x 10°
Zellen wurden dann mit 300 pl Perchlorsdure (HCIO4, 0,5 M) resuspensiert, in
Eppendorf-Cups umgefillt und anschlieend auf Eis gekdhlt und 5 min lang
gevortext. Dann wurde die Suspensionen bei 9°C 5 min lang bei 15000 x g
zentrifugiert (Zentrifuge Mikro 22 R, Hettich AG, Bach, CH). Der Uberstand
(ca. 300 pl), welcher die Katecholamine enthélt, wurde vorsichtig mit einer 1000 pl
Pipette entnommen und bis zur HPLC-Analyse bei -80°C eingefroren. Die Zellpellets,
bestehend aus Zelltrimmern, wurden durch Klopfen gelést und bis zur

Proteinbestimmung ebenfalls bei -80°C tiefgefroren.
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Flussdiagramm 2: Zelluldre Aufnahme von 6-FDOPA und 6-Fluoro-Dopamin

Suspension aus abgeerntetem Zellrasen in 50 ml-Zentrifugenréhren

l

5 min bei 400 x g zentrifugieren
Uberstand absaugen und Zellpellet mit 10 ml PBS™ resuspensieren

Zellzahlbestimmung

!

10 x 10°/ 5 x 10° Zellen geldst in entsprechendem Volumen PBS*™in 15 ml-
Zentrifugenréhrchen

!

5 min bei 400 x g zentrifugieren

Uberstand absaugen und Zellpellets mit 1 ml Glucoseldsung (5,5 mM) resuspensieren

!
Wasserbad 37°C

!
+ 10 pl AA (10 mM)

} l
+ 10 pl 6-FDOPA (10 mM) + 10 pl 6-FDA (10 mM)
5 min Inkubation im Wasserbad

| l
0,5 ml (5 x 10°/ 2,5 x 10° Zellen) 0,5 ml (5 x 10°/ 2,5 x 10° Zellen) weitere 25
herausnehmen min inkubieren

Beendigung der Katecholaminaufnahme mit 14 ml 4°C kaltem PBS™
5 min bei 400 x g zentrifugieren

Uberstand absaugen und erneut mit 14 ml 4°C kaltem PBS™ resuspensieren

!

5 min bei 400 x g zentrifugieren

Uberstand sauber absaugen

!
Zellpellet mit 300 pl HCIO,4 (0,5 M) resuspensieren

!

Zellsuspension in Eppendorf-Cups pipettieren, auf Eis kiihlen und 5 min vortexen

!
Eppendorf-Cups bei 9°C 5 min bei 15000 x g zentrifugieren

Uberstand (Katecholamine) bei -80°C fur Zellpellet bei -80°C fiir Proteinbestimmung
HPLC-Analyse einfrieren einfrieren
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2.2.3.2 Die Hochleistungsflussigkeitschromatografie (HPLC)

Die Hochleistungsflussigkeitschromatografie (engl. high performance liquid
chromatography, HPLC) ist ein chromatografisches Trennungsverfahren zur
gualitativen und quantitativen Bestimmung u.a. von Katecholaminen in Plasma oder
Urin. Diese von Keller und Mitarbeitern (1976) und Watson (1981) entwickelte
Technik bildet die zentrale Methode dieser Arbeit.

Bei der HPLC gelangt eine Losung aus zu untersuchenden Substanzen zusammen
mit einem Laufmittel, der mobilen Phase (auch ,Eluent® genannt) durch eine
Trennsaule, die auch stationdre Phase genannt wird. Je nach Substanzeigenschaft
verweilen diese unterschiedlich lange in der Trennsaule, bevor sie nach einer
gewissen Zeit wieder geldst werden und dann mit einem geeigneten Detektor
bestimmt werden. Dieser Schritt des Zurucklésens (Desorption) ist die
geschwindigkeitsbestimmende  Reaktion. Verschiedene Detektoren werden
eingesetzt, wobei in dieser Arbeit ausschlie3lich ein elektrochemischer Detektor

Verwendung fand.

2.2.3.2.1 Das Prinzip der elektrochemischen Detektion

Als elektrochemisches Detektionsverfahren wurde bei den Messungen die
Amperometrie durchgefuhrt. Dabei werden Drei-Elektroden-Messzellen bestehend
aus einer Arbeitselektrode, einer Referenzelektrode und einer Gegenelektrode
verwendet. Zwischen der Referenzelektrode und der Arbeitselektrode wird dabei ein
Potential (Polarisationspannung) aufgebaut, sodass beim Durchfluss einer
elektrochemisch aktiven Substanz diese oxidiert oder reduziert wird. Die
Gegenelektrode dient lediglich der Aufrechterhaltung der Spannung und verhindert

einen Stromfluss an der Referenzelektrode.

Eine solche Redoxreaktion verursacht eine Abgabe bzw. Aufnahme von Elektronen
(e") und erzeugt somit einen Stromfluss, welcher abgeleitet und erfasst wird und so

als chromatographisches Signal dargestellt werden kann. Dieser Stromfluss verhalt

- 59 -



Methoden

sich proportional zur Konzentration der elektrochemisch aktiven Verbindung. Bei der
Messung von Katecholaminen wird der Dihydroxybenzolring der Katecholamine
durch Abgabe von Elektronen zu einem Ortho-Chinon oxidiert (siehe Abbildung 2.1).

HO O

-28
HO R e O= R
| —21t

Abbildung 4: Prinzip der elektrochemischen Detektion von Katecholaminen (aus
einer Firmenschrift von Chromsystems: Arbeitsvorschrift fur HPLC-Bestimmung
Katecholamine im Plasma)

Dabei reichen zur Bestimmung von Katecholaminen schon relativ niedrige Potentiale
von 0,4 - 0,6V aus. Bei hoheren Potentialen kbnnen schon geringere Mengen an
Katecholaminen gemessen werden, wobei sich das Signal asymptotisch einem
Plateaubereich annahert (siehe P3 = Pop bei Abbildung 2.2). Ab einem gewissen
Potential werden alle Dihydroxybenzolringe zu Ortho-Chinonen oxidiert, der
Elektronenfluss ist maximal und auch eine hohere Spannung kénnte kein héheres

Signal erzeugen.

Signal

P't PZ P3 = pl‘)ﬂt
potential [mV]

Abbildung 5: Zusammenhang zwischen Arbeitspotential und Detektorsignal (aus
einer Firmenschrift von Chromsystems: Arbeitsvorschrift fur HPLC-Bestimmung
Katecholamine im Plasma)
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Da nur eine beschrankte Anzahl an funktionellen Gruppen und chemischen
Strukturen einer solchen Redoxreaktion bei einem bestimmten Arbeitspotenzial
zuganglich ist, zeichnet sich diese elektrochemische Detektion durch ihre hohe
Empfindlichkeit und Selektivitat aus.

2.2.3.2.2 Der Aufbau einer HPLC-Apparatur

Typischer Aufhau einer HPLG-Apparatur

—
[ A =50 1B =50 Flow="700 Press= 1% | O O ”D ﬂ:l
EE
MMl - s
— - r 4

B < b [E B ¢

Abbildung 6a: Der typische Aufbau einer HPLC-Apparatur
(http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Datei:HPLC.gif&filetimestamp=2006010516
1715)

Autor: Cornelius Schumacher, Berlin, D, 2003

Legende: A = Eluentenreservoir;, B = Elektromagnetische Mischventile mit
Doppelhubkolbenpumpe; C = Uberdruckventil; D = Druckkompensationsschleife, um
Pumpimpulse der Pumpe zu egalisieren; E = Mischkammer; F = Einspritzventil; G =
Trennséaule; H = HPLC-Einheit; | = Detektor-Einheit; J = Computer-Interface; K = PC;
L = Drucker zur Ausgabe der Ergebnisse.
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Eluenten-
reservoir

Automatischt_er
Probengeber

Sidulenofen

Abbildung 6b: Verwendete HPLC-Apparatur der Firma Hewlett-Packard GmbH,

vertrieben von der Firma Bio-Rad Laboratories GmbH

2.2.3.2.3 Analysebedingungen der HPLC

Die Messungen wurden bei folgenden Einstellungen des

HPLC-Systems

durchgefuhrt:

Flussrate: 0,7 ml/min

Potential: 0,650 Volt

Temperatur: 22°C

Druck: zwischen 98 und 104 Bar
Injektionsvolumen: 50 pl
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Die stationdre Phase:

C18 Reversed Phase (5 pum, 46 mm x 150 mm) Analysesaule

fur Urinkatecholamine

Die mobile Phase:
11,36 g/l Trilithiumcitrat-Tetrahydrat, 1,97 g/l Citronensaure-1-hydrat,

0,3 g/l Octan-1-sulfonsaure-Natriumsalz, 0,1 g/l EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat,
3% Methanol, 3% Acetonitril und destilliertes Wasser, pH 2,55, eingestellt mit

o-Phosphorsaure.

Die Kalibrierung des Messsystems erfolgte mit einem Chromatografie-Datensystem
der Firma Chromsystems, bei der eine qualitative Analyse der entstandenen Peaks
durchgefuhrt wurde. Reinsubstanzen wurden bei diesem Eichungsvorgang
verwendet, um die Retentionszeiten den Substanzen zuordnen zu konnen. Zur
guantitativen Bestimmung der einzelnen Substanzen wurde das Integral unter den

Peaks anhand der Internen-Standard-Methode bestimmit.

Als Interner Standard wurde 3,4-Dihydroxybenzylamin (DHBA) verwendet. DHBA
eignet sich aufgrund seines Katecholanteils sehr gut als Interner Standard bei
Katecholaminmessungen. Eine stets gleiche Menge dieser Referenzsubstanz wurde
bei der Kalibrierung und bei den sich daran anschlieenden Messungen eingesetzt.
Anhand dieses konstanten Standards lassen sich Verluste ableiten, die bei der
Aufarbeitung der Proben entstehen: Wird eine geringere Menge an DHBA gemessen
als ursprunglich in die Proben pipettiert wurde, muss ebenfalls mit einem Verlust der

zu messenden Katecholamine in ahnlicher GréRenordnung gerechnet werden.

Folgende Substanzen wurden bei der Kalibrierung des HPLC-Systems eingesetzt:

DHBA als Interner Standard (2,5 x 10® M = 1,25 pMole/50 pl), DOPA (3,5 x 10% M
=~ 1,75 pMole/50 pl), 6-FDOPA (2 x 107 M = 10 pMole/50 pl), Dopamin (3 x 10° M
= 1,5 pMole/50 pl), 6-FDA (2 x 107 M = 10 pMole/50 ul), Noradrenalin (1,5 x 10% M
~ 0,75 pMole/50 pl) und Adrenalin (2,5 x 108 M = 1,25 pMole/50 pl).
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2.2.3.2.4 Die Probenaufbereitung fir die HPLC-Analyse

Die bei -80°C eingefrorenen Uberstande aus den Versuchen zur zellularen
Aufnahme von 6-FDOPA und 6-FDA (siehe Kapitel 2.2.3.1) wurden mdoglichst rasch
aufgetaut. In Aluminiumoxidsaulchen (Firma Chromsystems Instruments &
Chemicals GmbH, Minchen, D) wurden dann der Reihe nach 500 ul
Extraktionspuffer, 200 pl der oben genannten Proben und 10 pl des Internen
Standards (DHBA; fc.. 1 nM) pipettiert. Anschlieend wurden die
Aluminiumoxidsaulchen fur 20 min bei 4°C im Kahlraum Gber Kopf geschittelt. Bei
diesem Vorgang wurden die Katecholamine an das Aluminiumoxid gebunden. Mit
Hilfe einer Vakuumpumpe wurden die Uberstande abgesaugt, dann folgten drei
Waschungen: je 1 ml Waschpuffer wurden jeweils in die Saulchen gegeben; die
Proben wurden 10 sek lang gevortext und anschlie3end bei 4°C 90 sek lang bei
2000 U/min mit einer Eppendorfzentrifuge (Zentrifuge Mikro 22 R, Hettich AG, Bach,
CH) zentrifugiert. Der Vorgang wurde dreimal wiederholt, wobei beim dritten Schritt
das Zentrifugieren 3,5 min dauerte. Zum Schuss wurden 120 pl Elutionspuffer in die
Rohrchen pipettiert, die Rohrchen anschlieRend geschittelt, 5 min stehen gelassen
und dann ca. 30 sec gevortext. Die bei einer letzten 1,5 min dauernden
Zentrifugation (2000 U/min mit einer Eppendorfzentrifuge) aufgefangenen Proben

wurden dann anschlieend gemessen.

Von dem erhaltenen Eluat (120 pl) wurden daraufhin 50 pl Gber eine manuelle

Probeauftragung mit einer Hamilton-Spritze fur die HPLC-Analyse verwendet.
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Flussdiagramm 3: Probeaufbereitung fir HPLC-Analyse

500 pl Extraktionspuffer + 200 ul Probe + 10 pl Interner Standard (DHBA) auf
Aluminiumsaulchen

!
20 min bei 4°C Uber Kopf schitteln

!

Uberstand absaugen
1
3 Waschungen:
je 1 ml Waschpuffer pipettieren, 10 sek vortexen, 90 sec bei 2000 U/min mit einer
Eppendorfzentrifuge zentrifugieren (beim 3. Mal 3,5 min)

!

+ 120 pl Elutionspuffer, 5 min Inkubation, 30 sek vortexen
l
90 sek bei 2000 U/min mit einer Eppendorfzentrifuge zentrifugieren und Eluat in
Reaktionsgefal3 auffangen
!
von 120 ul Eluat wurden 50 pl als Injektionsvolumen fiir die HPLC-Analyse

verwendet
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2.2.3.3 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt der in Kapitel 2.2.3.1 bei -80°C eingefrorenen Zellpellets wurde mit
Hilfe der von Lowry und Mitarbeitern (1951) entwickelten Methode gemessen.

2.2.3.3.1 Die Probenaufarbeitung

Die bei -80°C eingefrorenen Zellpellets (ca. 2,5 x 10° bzw. 5 x 10° Zellen) wurden bei
Zimmertemperatur wieder aufgetaut, 100 pl H,O hinzugegeben und im Wasserbad
auf 37°C erwarmt. AnschlieBend wurden die Proben ca. 10 sek lang gevortext und
erneut ins Wasserbad gestellt. Mit Hilfe einer 200 ul Pipette wurden die Proben
resuspensiert und nach einer weiteren Phase im Wasserbad erneut ca. 10 sek lang

gevortext. Anschlie3end wurden die Proben eine Nacht lang stehen gelassen.

2.2.3.3.2 Die Messung der Proben

Folgende Reagenzien werden fur die Proteinbestimmung verwendet:

Losung A: 2% Na,CO3/ 0,1 M NaOH + 20 mg K-Na Tartrat / 100ml
Lésung B: 75 mg CuSO,4 x 5 H,O/ 10 ml H,O
Lésung C: 200 ul Lésung B + 10 ml Lésung A

Lésung E: unverdinntes Folin-Reagenz

Vor Beginn der Messungen wurden die Proben erneut mit einer 200 pl Pipette
resuspensiert und 10 pl in die Messkuvetten pipettiert. Mit einer Repetierpipette
wurden zu jeder Probe 500 pl der Losung C hinzugegeben und finf Minuten bei
Zimmertemperatur inkubiert. Anschliel3end wurden 20 pl der Losung E dazugegeben,
die Lésung vermischt und 20 Minuten inkubiert. Die Messungen wurden mittels
Photometer (Photometer Ultrospec Plus, LKB Pharmacia) bei A = 540 nm
durchgefuhrt. Vor dem Messvorgang wurde eine Messung gegen 10 ul H>O

durchgefuhrt und das Messgerat kalibriert.
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2.2.3.3.3 Die Erstellung einer Eichkurve

Zur Erstellung einer Eichkurve wurden je 10 ul unten aufgefihrter Reagenzien aus
menschlichem Serumalbumin nach oben genanntem Verfahren (siehe Kapitel
2.2.3.3.2) aufgearbeitet und bei einer Extinktion von A = 540 nm gemessen.

Tabelle 9: Pipettierschema zur Erstellung einer Eichkurve

Verdinnung Proteingehalt pro 10 pl
a 4 mg Albumin / ml H,O 40,0 ug
b 500 pl a + 500 pl H,O 20,0 pg
c 500 pl b + 500 pl H,O 10,0 ug
d 500 pl ¢ + 500 pl H,O 5,0 ug
e 500 pl d + 500 pl H,O 2,5 ug

Anhand der somit erstellten Eichkurve konnten alle anderen Proteinwerte
umgerechnet werden und so die Messungen im Ergebnisteil in pMole pro 100 ug

Protein angegeben und miteinander verglichen werden.

Dieser Schritt (d.h. Protein als Bezugsystem anstelle der Zellzahl) war notwendig, da
es durch die zahlreichen Zentrifugierschritte zu Zellverlusten kommt. Weiter gelang
es nicht trotz guter Homogenisierung der Proben nach funfmindtiger Inkubation
genau die Halfte der Ansatze zu entnehmen (siehe Kapitel 2.2.3.1). Die zu Beginn
der Versuche eingestellte Zellzahl war somit nur noch ein Naherungswert, der ohne
anschlieBende Proteinbestimmung zu groRe Schwankungen der Ergebnisse gefuhrt
hatte. Die statistische Aufarbeitung der Messungen war daher erst nach der

Umrechnung der Werte in pMole pro 100 pg Protein moglich.
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2.2.3.3.4 Beispielhafte Berechnung der Ergebnisse in pMole
Katecholamine pro 100 ug Protein

Messwert: 195 nM 6-FDA nach 5 minutiger Inkubation mit 6-FDOPA (f.c.: 100 uM)
Verdunnung: 1:100* der Zellsuspension
Proteingehalt: 20,7 pg Protein / 10 pl Suspension (<« Extiktion von 0,417)
(siehe Kapitel 3.1.1)

200 pl Zellextrakt — Proteingehalt** (siehe oben)

I
120 pl Eluat

!

50 pl Einspritzvolumen in HPLC (= %4 der Proteinmenge von **)

195 nMole / Liter
195000 pMole /1 (1000 ml)
195 pMole / 1 ml (1000 pl)

= 23,4 pMole*** / 120 ul Eluat

20,7 ug Protein / 10 pl Suspension
=207 pg Protein / 100 ul Suspension
(= Proteingehalt von 300 pl Uberstand)

(207 ug Protein / 100 pl Suspension) x (200 pl / 300 pl Uberstand)
=138 ug Protein**** /100 pl Suspension

23,4 pMole*** x (100 ug / 138 ug Protein****) = 16,96 pMole
16,96 pMole x 100 (Verdinnung)* = 1695,6 pMole pro 100 ug Protein
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2.2.3.4 Zellulare Aufnahme von radioaktiven Substanzen

2.2.3.4.1 Enzymatische Decarboxylierung von [**C]-DOPA zu
[**C]-Dopamin

Klinisches Ziel bei einer Reihe von Versuchen ist die Anwendung von [*®F]-6-FDA zur
PET von Neuroblastomen. Dazu wurde ein Verfahren entwickelt, bei dem das haufig
synthetisierte [*®F]-DOPA enzymatisch zu [*®F]-Dopamin decarboxyliert werden kann.
Mit Hilfe der DOPA-Dcarboxylase, die aus Enzymextrakten aus Kelly Zellen
gewonnen wurde, konnte in vitro 6-FDOPA zu 6-FDA enzymatisch umgesetzt
werden, wobei die Kinetik den gleichen Verlauf zeigt wie die bei der Umsetzung von
DOPA zu Dopamin (Kugi et al., unpublizierte Ergebnisse). Auf diese Weise wurde
[**C]-Dopamin durch enzymatische Decarboxylierung aus [**C]-DOPA synthetisiert
(siehe Kapitel 3.2.1).

2.2.3.4.2 Aufnahmeversuche von [**C]-DOPA, [**C]-Dopamin und
[*H]-Dopamin

Fur die Aufnahmeversuche von [*C]-DOPA, [**C]-Dopamin und [*H]-Dopamin
wurden Zellen der Zelllinien SK-N-SH, Kelly, Caki-1, EMT-HEK 293, OCT1-HEK 293
und OCT2-HEK 293 verwendet.

Zellsuspensionen der oben angefiihrten Zellen wurden in PBS™ + Glucose (5,5 mM)
+ 10 yl AA (10 mM; f.c.: 100 pM) in 15 ml Réhrchen in Portionen zu je 500 ul
vorgelegt. Diese enthielten Zellkonzentrationen zwischen ca. 2 bis 5 x 10° Zellen pro
ml. Die genaue Zellzahl eines jeden Versuchs wurde bestimmt und die Messwerte
anschlieRend auf Angaben in 1 x 10° Zellen umgerechnet. Zu den auf 37°C im
Wasserbad erwarmten Zellsuspensionen wurden 10 ul radioaktiver Substanzlésung
(f.c.: 1 uM) und bei einigen Ansatzen 10 ul an verschiedenen potentiellen Inhibitoren
dazu gegeben (genaue Angaben zu den Inhibitoren finden sich im Ergebnisteil fur
jeden Versuch aufgelistet (siehe Kapitel 3.1). Nach der Zugabe der radioaktiven
Substanzen wurden die Zellsuspensionen 15 min bei 37°C inkubiert. AnschlielRend

wurden den Reaktionsansitzen 12 ml einkaltes PBS™ (4°C) zugegeben, die Ansitze
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5 min bei 400 x g zentrifugiert, die Uberstande verworfen und das verbliebene
Zellpellet nochmals mit 12 ml eiskaltem PBS™ resuspensiert. Der Vorgang wurde
nochmals wiederholt, der Uberstand vollstandig abgesaugt und die Zellpellets
wurden schlie3lich mit 500 pl 0,1 %-iger H,O/TritonX-100 versetzt. Nach kraftigem
Vortexen wurden die Proben mindestens 2 Stunden (h) bei Zimmertemperatur
aufbewahrt. AnschlieBend wurden 450 pl Suspension mit 5 ml EcolLume
Szintillationsflissigkeit versetzt und an einem [(-Counter (Tri Carb 2900 TR,
Canberra Packard Central Europe Gesellschaft GmbH, Schwadorf, A) gemessen.

Weiter wurden bei jedem Versuch Dreifachansatze ohne Zellen mit den jeweils
verwendeten radioaktiven Substanzen durchgefuhrt. Dabei wurde 10 pl der
Radioaktivitat mit 500 pl 0,1 % iger H,O/TritonX-100 kombiniert, 450 ul dieser
Losung mit 5 ml EcoLume Szintillationsflissigkeit versetzt und anschlieend an
einem B-Counter gemessen. Der Mittelwert des Dreifachansatzes gemessen in
Zerfalle pro Minute (engl. Counts per Minute, cpm) wurde dann als 100 %-Wert
angegeben. Da von diesen 100 %-Werten die Molzahlen bekannt waren, konnten
diese Werte als Referenzwerte verwendet werden. Die Messwerte der zellularen
Aufnahme mit oder ohne Aufnahmehemmung konnten so miteinander verglichen

werden.

Anhand der B-Zerfalle, die mittels B-Counter in cpm gemessen wurden, konnte
bestimmt werden, wie hoch der intrazellulare Gehalt an radioaktiv markiertem DOPA
und Dopamin waren. Als Modell fiir [*®F]-FDOPA und [*®F]-FDA wurde dies zur
Charakterisierung der transmembranédren Transportsysteme der einzelnen Zelllinien

durchgefuhrt.
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Flussdiagramm 4: Aufnahmeversuche von [*C]-DOPA, [*C]-Dopamin und
[*H]-Dopamin

500 pl Zellsuspension aus PBS™ + Glucose (5,5 mM)
+ 10 pl AA (10 mM; f.c.: 100 pM) in 15 ml Réhrchen
l

Ansatze auf 37°C im Wasserbad erwarmen
}
Zugabe von 10 pl radioaktiver Substanzlésung (f.c.: 1 pM) £ 10 pl an verschiedenen
potentiellen Inhibitoren

!
15 min Inkubation bei 37°C

!
Reaktionsstopp durch Zugabe von 12 ml eiskalten PBS™ (4°C),
5 min bei 400 x g zentrifugieren, Uberstand verwerfen, diesen Schritt wiederholen

1
Resuspensieren in 500 pl 0,1 %-iger H,O/TritonX-100

!

Kréftig vortexen und 2 h bei Zimmertemperatur stehen lassen

!

Zugabe von 5 ml EcoLume Szintillationsflissigkeit zu 450 pl Suspension

!

Messen der in den Zellen vorhandenen Radioaktivitat mittels B-Counter
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2.2.3.4.3 Beispielhafte Berechnung der Ergebnisse in pMole
Katecholamine pro 10° Zellen innerhalb von 15 Minuten

100%-Wert fiir [**C]-Dopamin in Dreifachmessung: 33120 cpm (= 460 pMole*)
Zellzahlbestimmung: 2,15 x 10° SK-N-SH Zellen pro 500 pl Ansatz
Inkubationszeit: 15 Minuten

Messung: 3050 cpm

3050 cpm / 2,15 x 10° Zellen
1418,6 cpm / 1,0 x 10° Zellen

500 pl einer ca. 1 x 10° M Ldsung enthilt = 460 pMole*

1418,6 cpm = (1418,6 cpm / 33120 cpm) x 460 pMole*
=19,7 pMole

— 19,7 pMole / 10° Zellen / 15 Minuten
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3 Ergebnisse

Zu Beginn sollen einige allgemeingtltige Bemerkungen zur Auswertung und zur

Darstellung der Ergebnisse angeftihrt werden.

Die Ergebnisse aus mehreren Messungen werden als Mittelwert (MW), auch
arithmetisches Mittel, und als Standardabweichung (SD) angegeben. Die
Standardabweichung gibt die Streuung der Werte um ihren Mittelwert an. Zur
Berechnung und zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden die Programme
Sigma Plot 8.0 und Microsoft Office Excel 2003 verwendet.

Das Zellwachstum variierte zu unterschiedlichen Zeiten der Versuchsdurchfiihrung,
sodass an den einzelnen Versuchstagen eine unterschiedliche Anzahl an Zellen zur
Verfigung stand. Um die einzelnen Versuche aber miteinander vergleichen zu
konnen, wurden die Ergebnisse auf Ansatze pro eine Million (1 x 10°) Zellen
umgerechnet oder nach einer Proteinbestimmung in pMole pro 100 pg Protein
angegeben. Auf diese Weise waren dann ein Vergleichen und eine statistische
Aufarbeitung der Ergebnisse mdglich. Bei Versuchen der Aufnhahmehemmung von
radioaktiv markiertem DOPA oder Dopamin wurde die Aufnahme in % angegeben.
Verglichen wurden diese Hemmversuche mit der ungehemmten Substanzaufnahme,

die als 100 % Wert definiert wurden.
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3.1 Zellulare Aufnahme von 6-FDOPA und

6-Fluoro-Dopamin

Fur die Versuchsreihe zur zellularen Aufnahme von 6-FDOPA und 6-Fluoro-Dopamin
(6-FDA) wurden die Ansatze nach einer Zellzahlbestimmung auf eine gewisse
Zellzahl eingestellt (siehe Kapitel 2.2.3.1). Nach der Inkubation wurde die
Zellsuspension grundlich und mehrfach gewaschen, um das nicht aufgenommene 6-
FDOPA und 6-FDA zu entfernen. Diese Waschschritte aber waren immer auch mit
einem gewissen Zellverlust verbunden. Daher werden die Messwerte nicht auf die
ursprunglich eingestellte Zellzahl sondern auf den Proteingehalt der Zellpellets

bezogen, um so den Zellverlusten Rechnung zu tragen.

Neben dem Lysat, das die gelosten Katecholamine enthielt, wurden daher auch die
Zellpellets bei -80°C eingefroren. Mit den Zellpellets wurde anschlieRend eine
Proteinbestimmung durchgefuhrt. Auf diese Weise wurden die Ergebnisse der mittels
HPLC durchgefuhrten Katecholaminbestimmungen mit Hilfe der unterschiedlichen
Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben korrigiert. Die so korrigierten
Messungen konnten dann als pMol Katecholamine pro 100 pg Protein miteinander

verglichen werden.

3.1.1 Proteinbestimmung

Um konkrete Proteinkonzentrationen in pg Protein pro 10 pl Losung messen zu
kdnnen, musste zuerst eine Eichkurve erstellt werden. So wurde neben den
eingefrorenen Zellpellets auch eine standardisierte Reihe an Ldsungen mit

verschiedenen Konzentrationen an menschlichem Serumalbumin gemessen.
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3.1.1.1 Die Erstellung einer Eichkurve

Fur die Erstellung einer Eichkurve wurden je 10 pl aus Reagenzien mit Albumin aus
Humanserum bei A = 540 nm gemessen, wie in Kapitel 2.2.3.3.3 beschrieben.
Nachfolgende Tabelle 10 stellt wiederholend das Pipettierschema dar und gibt

aul3erdem in der rechten Spalte die bestimmten Extinktionen wieder.

Tabelle 10: Pipettierschema zur Erstellung der Eichkurve samt photometrisch
bestimmter Messwerte

Verdlinnung: Proteingehalt: | Messwerte (Extinktionen):
a 4 mg/ml H,O 40,0 ug / 10 ul | 0,751
b 500 pl a + 500 pl H,O 20,0 ug /10 pl | 0,436
Cc 500 pl b + 500 pl H,O 10,0 pg /10 pl | 0,249
d 500 pl ¢ + 500 pl H,O 50pg /10 pl | 0,165
e 500 pl d + 500 pl H,O 25ug /10l | 0,122

Die Werte des Proteingehaltes wurden der Abszisse (x-Achse), die gemessenen
Extinktionswerte der Ordinate (y-Achse) zugeordnet. Die Ausgleichsgerade wurde
anschlieend so angelegt, dass ihre Abweichung von der entstandenen

Datenpunktwolke minimal war.

Fur die lineare Funktion f(x) = ax + b ergaben sich somit folgende Werte:

f(x) =ax+b
a=0,01856
b =0,03254
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Die Datenpunktwolke sowie die Ausgleichsgerade ergeben folgendes Schaubild
(Abbildung 7):

1 :0 : ' : Hessdaten +
Ausgleichsgerade
09 +

08

0,7 r

06

05 F}

0,4

Extinktion (540 nm)

03 }

0,2 |

01

0,0 : : : g
0 10 20 30 40 5

pg Protein / 10 pl Suspension

Abbildung 7: Proteineichkurve unter Verwendung von Albumin

3.1.1.2 Die Bestimmung des Proteingehalts

Nach der Messung der aufgearbeiteten Zellpellets wurden die Extinktionen mit Hilfe
der linearen Funktion der Ausgleichsgeraden (siehe Kapitel 3.1.1.1) in
Proteinkonzentrationen umgerechnet. Auf diese Weise konnte dann die gemessene
Katecholaminkonzentration in pMole Katecholamine pro 100 pug Protein angegeben
werden. Dies ermdoglichte ein einheitliches Vergleichen der Ergebnisse (siehe Kapitel
3.1.2).
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3.1.2 Zeitabhangige Aufnahme von 6-FDOPA und 6-FDA

3.1.2.1 Vorbemerkung zur Kalibrierung der HPLC-Anlage

Bevor die Proben nach zuvoriger Inkubation mit 6-FDOPA und 6-FDA mit der HPLC-
Anlage gemessen werden konnten und so die Aufnahme und der weitere
Metabolismus der beiden Substanzen bestimmt werden konnte, musste zuerst eine
Kalibrierung der Apparatur erfolgen. Dabei wurden - wie schon in Kapitel 2.2.3.2.3
(Seite 62f) ausfuhrlich beschrieben - zur Kalibrierung folgende Substanzen
eingesetzt: DHBA als Interner Standard, DOPA, 6-FDOPA, Dopamin, 6-FDA,

Noradrenalin und Adrenalin.

In Abbildung 8 ist exemplarisch ein Chromatogramm einer solchen Kalibrierung

abgebildet um die weiteren Chromatogramme interpretieren zu kbénnen.

10.677 - 6-F-Dopa
_28.892=6-FDA

— 7.813 - Dopa

~9.114 - IST(DHBA)

—=———— 6.687 - Adrenalin

—=— 4.870 - Moradrenalin

——=-14.670 - Dopamin

W

0o 5 T 5 T T T "5 "3 S T e

Abbildung 8: Beispielchromatogramm einer Kalibrierung (Einspritzmenge: 50 ul).
N&here Informationen zu Konzentrationen und Absolutmengen siehe Tabelle 11
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Tabelle 11: Bei der Kalibrierung verwendete Konzentrationen, Absolutmengen und
Ausschlage der Peaks in nA

Ausschlage Konzentrationen | Absolutmengen

in NA in Mole / Liter [M] | in Mole /50 pl
DHBA 1,9 nA 25,0nM | 1,25 pMole / 50 pl
DOPA 2,0nA 35,0nM | 1,75 pMole /50 pl
6-FDOPA 2,6 nA 200,0 nM | 10,00 pMole /50 pl
Dopamin 1,2 nA 30,0nM | 1,50 pMole / 50 pl
6-FDA 3,7 nA 200,0 nM | 10,00 pMole / 50 pl
Noradrenalin 1,5nA 15,0nM | 0,75 pMole / 50 pl
Adrenalin 2,0 nA 25,0nM | 1,25 pMole / 50 pl

Die Tabelle 11 gibt die fur die Kalibrierung verwendeten Substanzen, die jeweiligen

Konzentrationen, die Hohe der Peaks und die injizierten Absolutmengen wider.

3.1.2.2 Katecholaminmuster der SK-N-SH und der Kelly Zelllinie

Die endogenen Katecholaminmuster der beiden Zelllinien SK-N-SH und Kelly sind in
den nachfolgenden Abbildungen 9a und 9b dargestellt.

Abbildung 9a zeigt ein Chromatogramm eines Zellextraktes von SK-N-SH Zellen
nach zuvoriger Behandung mit Ascorbat (f.c.. 50 puM) Uber mehrere Wochen.
Aufgrund friherer Untersuchungen (Seitz et al., 1998) wurden alle Zelllinien mit
Ascorbat vorbehandelt um den Katecholaminmetabolismus verstarkt zu aktivieren,
da Ascorbat als Coenyzm der Dopamin-B-Hydroxylase fungiert. Auch wahrend der
Versuchsdurchfihrung wurden die Zellen mit Ascorbat versorgt, um die
Autooxidation der Katecholamine zu verhindern. Neben dem Internen Standard sieht
man auf diesem Chromatogramm lediglich einen Peak fir das Noradrenalin. Wie in
der Literatur beschrieben liegt die Dopamin-B-Hydroxylase in den SK-N-SH Zellen in
der hoéchsten Konzentration von allen fur die Katecholaminsynthese notwendigen

Enzyme dieser Zelllinie vor (Kugi et al., 2002; Ross et al., 1981).
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Abbildung 9a: Endogenes Katecholaminmuster von SK-N-SH Zellen.
Extrakt aus ca. 2,1 x 10° Zellen / 50 pl
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Abbildung 9b: Endogenes Katecholaminmuster von Kelly Zellen.
Extrakt aus ca. 2,1 x 10° Zellen / 50 pl
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Das Chromatogramm in Abbildung 9b zeigt das Katecholaminmuster eines
Zellextraktes von Kelly Zellen ebenfalls nach vorheriger Ascorbatbehandlung. Neben
dem Noradrenalin Peak zeigt sich ein zweiter deutlicher Peak fir Dopamin. Die Kelly
Zellen weisen neben der Dopamin-B-Hydroxylase auch eine hohe Aktivitat der
DOPA-Decarboxylase auf (Ikeda et al., 1994; Kugci et al., 2002).

3.1.2.3 Aufnahme und Metabolismus von 6-FDOPA

Alle sechs Zelllinien (SK-N-SH, Kelly, Caki-1, EMT-HEK 293, OCT1-HEK293 und
OCT2-HEK 293) wurden sowohl 5 Minuten als auch 30 Minuten mit 6-FDOPA (f.c.:
100 pM) inkubiert. AnschlieBend wurde mittels HPLC der zellulare 6-FDOPA
(Abbildung 11a und 11b) und 6-FDA (Abbildung 11c und 11d) Gehalt gemessen.

Exemplarisch sind einige Chromatogramme in den Abbildungen 10a bis 10f
dargestellt. Wie in den Abbildungen 10a bis 10d zu erkennen ist, wird in den beiden
Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly 6-FDOPA sehr rasch zu 6-FDA
umgesetzt. Zusatzlich kommt es zum Auftreten eines starken Peaks bei ca. 18,2 bis
18,4 Minuten. Dabei handelt es sich hdchstwahrscheinlich um 6-Fluoro-Nordrenalin,
da beide Neuroblastom-Zelllinien eine hohe Dopamin-B-Hydroxylase Aktivitat
aufweisen (Kugci et al., 2002; Ross et al., 1981). Weiter sieht man bei den Kelly Zellen
bei 15,7 Minuten einen deutlichen Peak, der allerdings nicht zugeordnet werden kann
und einen kleineren bei ca. 10 Minuten. Diese beiden Peaks treten auch bei den SK-
N-SH Zellen auf, aber bedeutend schwécher. Bei den Caki-1 Zellen wird das
aufgenommene 6-FDOPA nicht weiter in die Katecholamine umgesetzt (siehe
Abbildung 10e und f).
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Abbildung 10a und b: Chromatogramm nach 5 minttiger (a) und nach 30 minutiger
(b) Inkubation von SK-N-SH Zellen mit 6-FDOPA (f.c.: 100 uM).

Extrakt aus ca. 0,2 x 10° Zellen / 50 pl
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Abbildung 10c und d: Chromatogramm nach 5 minttiger (c) und nach 30 minutiger
(d) Inkubation von Kelly Zellen mit 6-FDOPA (f.c.: 100 uM).

Extrakt aus ca. 1,0 x 10° Zellen / 50 pl
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Abbildung 10e und f: Chromatogramm nach 5 mindtiger (e) und nach 30 minutiger (f)
Inkubation von Caki-1 Zellen mit 6-FDOPA (f.c.: 100 uM).
Extrakt aus ca. 0,07 x 10° Zellen / 50 pl
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Die Abbildung 1la bis 11d zeigen vergleichend anhand von Balkendiagrammen

exemplarisch die Aufnahme und den weiteren Metabolismus zu 6-FDA nach
Inkubation mit 6-FDOPA (f.c.: 100 puM) bei den sechs verwendeten Zelllinien (SK-N-
SH, Kelly, Caki-1, EMT-HEK 293, OCT1-HEK 293 und OCT2-HEK 293).

600

500

400

300

200

pMole / 100 pg Protein

100

- B

GSK—N_s‘r’: \(e\wl %WW?W%E\Q%

600

500

400

300

200

pMole / 100 pg Protein

100

0 —=m : —

Abb. 11a: Exemplarische Beispiele des
6-FDOPA Gehalts in pMole pro 100 pg
Protein nach 5 min Inkubation mit
6-FDOPA (f.c.: 100 uM)
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Abb. 11b: Exemplarische Beispiele des
6-FDOPA Gehalts in pMole pro 100 pg
Protein nach 30 min Inkubation mit
6-FDOPA (f.c.: 100 pM)

Abb. 11c: Exemplarische Beispiele des
6-FDA Gehalts in pMole pro 100 ug
Protein nach 5 min Inkubation mit
6-FDOPA (f.c.: 100 puM)
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Abb. 11d: Exemplarische Beispiele des
6-FDA Gehalts in pMole pro 100 pg
Protein nach 30 min Inkubation mit
6-FDOPA (f.c.: 100 uM)
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Wie in den beiden Abbildungen 1la und 11b zu sehen ist, zeigten sich hohe
Konzentrationen von 6-FDOPA in den Zellen der Zelllinien Caki-1, EMT-HEK 293
und OCT2-HEK 293. Bei den Neuroblastomzelllinien SK-N-SH und Kelly war nach 5
Minuten ein geringer Gehalt dieser Substanz nachweisbar. Nach 30 Minuten war die
Konzentration von 6-FDOPA im Gegensatz zu den Zelllinien Caki-1, EMT-HEK 293,
OCT1-HEK 293 und OCT2-HEK 293 nicht weiter gestiegen, sondern auf minimale
Werte abgesunken.

Betrachtet man in den Abbildungen 11c und 11d die gemessenen 6-Fluoro-Dopamin
(6-FDA) Werte bei den beiden Neuroblastomzelllinien SK-N-SH und Kelly nach

Inkubation mit 6-FDOPA, erkennt man, dass diese schon nach 5 Minuten stark

angestiegen waren. Diese beiden Neuroblastom-Zelllinien verfligen Gber eine DOPA-
Decarboxylase und kénnen somit 6-FDOPA weiter umsetzen (Bozzi et al., 2004;
Trager et al., 2008). Bei der SK-N-SH Zelllinie wurde ein Gehalt von etwa 700 pMole
6-FDA pro 100 pg Protein gemessen, bei der Kelly Zelllinie ein Gehalt von ungefahr
200 pMole 6-FDA pro 100 pg Protein. Auch nach 30 Minuten befanden sich die 6-
FDA Konzentrationen der beiden Zelllinien auf dhnlich hohem Niveau. Gleichzeitig
sank bei den beiden Zelllinien der 6-FDOPA Gehalt auf kleine Werte ab.

Bei den OCT-exprimierenden Zelllinien kann kein 6-FDA nachgewiesen werden, da

diese Zellen Gber keine DOPA-Decarboxylase Aktivitat verfigen.

Bei den Chromatogrammen der beiden Neuroblastom-Zellinien SK-N-SH und Kelly in
Abbildung 10a bis 10d sieht man - wie bereits erwdhnt - weiter einen im zeitlichen
Verlauf anwachsenden Peak zwischen 18,2 und 18,4 Minuten, bei dem es sich

hdchstwahrscheinlich um den intrazellularen 6-Fluoro-Noradrenalin (6-FNA) Gehalt

handelt. Mangels zuvoriger Kalibrierung der HPLC-Anlage fur diese Substanz ist
retrospektiv eine eindeutige Konzentrationsangabe leider nicht mehr moglich.
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Zusammenfassend werden die Resultate der Messungen nach Inkubation mit 6-
FDOPA (f.c.: 100 uM) nachfolgend in tabellarischer Form fir 6-FDOPA (Tabelle 12a)
und 6-FDA (Tabelle 12b) dargestellt. Meistens wurden diese anhand von 3
unabhangigen Versuchen ermittelt. Die Ergebnisse werden als arithmetisches Mittel

in pMole pro 100 pg Protein jeweils mit Standardabweichung angegeben:

Tabelle 12a: Zellularer 6-FDOPA Gehalt nach Inkubation mit 6-FDOPA (f.c.: 100 puM)

5 Minuten 30 Minuten
SK-N-SH 83,0 +95.2 (n=3) 185 +125 (n=3)
Kelly 82 99 (n=3) 23 %35 (n=3)
Caki-1 698,0 + 144 .4 (n=23) [ 507,8 63,9 (n = 3)
EMT-HEK 293 24 42 (n=3) [ 132,9 +230,2 (n=3)
OCT1-HEK 293 2441 +398,4 (n=3) [ 600,0 £1007,9 (n=3)
OCT2-HEK 293 717,2 + 253,2 (n=2) [1060,5+578,1 (n=2)

Legende: Mittelwert + Standardabweichung in pMole / 100 pg Protein;
n = Stichprobenumfang

Tabelle 12b: Zellularer 6-Fluoro-Dopamin (6-FDA) Gehalt nach Inkubation mit
6-FDOPA (f.c.: 100 uM)

5 Minuten 30 Minuten
SK-N-SH 853,2 + 773,5 (n=23) [ 739,6 26,5 (n = 3)
Kelly 217,0 +126,1 (n=23) | 233,22 +73,8 (n=3)
Caki-1 ND 0 (n=3) |[ND =0 (n=3)
EMT-HEK 293 ND +0 (n=3) [ND +0 (n = 3)
OCT1-HEK 293 ND +0 (n=3) [ND +0 (n = 3)
OCT2-HEK 293 ND +0 (n=3) [ND +0 (n=3)

Legende: Mittelwert + Standardabweichung in pMole / 100 ug Protein;
n = Stichprobenumfang; ND = nicht nachweisbar (engl. Non-Detectable)
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3.1.2.4 Aufnahme und Metabolismus von 6-Fluoro-Dopamin

Wie fur 6-FDOPA wurde unter denselben Voraussetzungen bei allen sechs Zelllinien
(SK-N-SH, Kelly, Caki-1, EMT-HEK 293, OCT1-HEK 293 und OCT2-HEK 293) auch
die Aufnahme und der Stoffwechsel des Dopamin-Analogons 6-Fluoro-Dopamin (6-
FDA) (f.c.: 100 uM) untersucht und ebenfalls Messungen nach 5 (Abbildung 12a) und
nach 30 Minuten (Abbildung 12b) durchgefihrt.

Zur Verdeutlichung der Aufnahme von 6-FDA nach 5 und nach 30 minutiger
Inkubation und dessen wahrscheinliche Umsetzung durch die Dopamin-B-
Hydroxylase zu 6-FNA (Peak zwischen 18,2 und 18,4 Minuten) in den beiden
Neuroblastom-Zelllinien folgen sechs Chromatogramme (Abbildung 12a bis 12f).
Auch hier finden sich - wie nach der Inkubation mit 6-FDOPA - bei den SK-N-SH und
bei den Kelly Zelllinien wieder zusatzliche Peaks bei ca. 10 und 15,7 Minuten, die
jedoch keiner Substanz zugeordnet werden konnen. Stellvertretend fur die OCT-
exprimierenden Zellen werden zwei Chromatogramme der Caki-1 Zellen (Abbildung
12e und 12f) gezeigt. Hier - im Gegensatz zu den SK-N-SH und den Kelly Zellen -
fehlt der Peak zwischen 18,2 und 18,4 Minuten (6-FNA).
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Abbildung 12a und b: Chromatogramm nach 5 minutiger (a) und nach 30 minutiger
(b) Inkubation von SK-N-SH Zellen mit 6-FDA (f.c.: 100 pM).
Extrakt aus ca. 2,1 x 10° Zellen / 50 pl
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Abbildung 12c¢ und d: Chromatogramm nach 5 minttiger (c) und nach 30 minatiger
(d) Inkubation von Kelly Zellen mit 6-FDA (f.c.: 100 uM).
Extrakt aus ca. 1,0 x 10° Zellen / 50 pl
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Abbildung 12e und f: Chromatogramm nach 5 minutiger (e) und nach 30 mindtiger (f)

Inkubation von Caki-1 Zellen mit 6-FDA (f.c.: 100 pM).
Extrakt aus ca. 0,07 x 10° Zellen / 50 pl
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Die Abbildung 13a und 13b zeigen anhand von Balkendiagrammen exemplarisch die

Aufnahme nach Inkubation mit 6-FDA (f.c.. 100 uM) bei den sechs verwendeten
Zelllinien (SK-N-SH, Kelly, Caki-1, EMT-HEK 293, OCT1-HEK 293 und OCT2-HEK

293).
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Abb. 13a: Exemplarische Beispiele des
6-FDA Gehalts in pMole pro 100 pg
Protein nach 5 min Inkubation mit
6-FDA (f.c.: 100 pMm)

Abb. 13b: Exemplarische Beispiele des
6-FDA Gehalts in pMole pro 100 pg
Protein nach 30 min Inkubation mit
6-FDA (f.c.: 100 pm)

Alle Zellen nahmen das zu den Ansétzen gegebene 6-FDA (f.c.: 100 uM) auf (siehe
Abbildung 13a und 13b). Die tber DAT und NAT detektierbare Menge an 6-FDA war

bei den Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly am geringsten. Hoéher war der

6-FDA Gehalt bei den OCT-exprimierenden Zelllinien. Auffallend hohe Werte zeigten

sich bei der Nierenkarzinom-Zelllinie Caki-1, an der erstmals die extraneuronalen
Monoamintransporter (OCT3) entdeckt wurden (Schomig & Schonfeld, 1990;

Schomig et al., 1990). Im zeitlichen Verlauf zeigte sich bei fast allen Zelllinien eine

Zunahme der 6-FDA Konzentration nach 30 Minuten im Vergleich zu den Messungen

nach 5 Minuten.
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In Tabelle 13 sind zusammenfassend die Messergebnisse fir 6-FDA aus mehreren

Messungen wiedergegeben:

Tabelle 13: Zellularer 6-FDA Gehalt nach Inkubation mit 6-FDA (f.c.: 100 uM)

5 Minuten 30 Minuten
SK-N-SH 25 +20 (n=3) 12,7 +11,2 (n=3)
Kelly 42 +36 (n=3) 18,8 +89 (n = 3)
Caki-1 538 +4,4 (n=2) | 200,3 +81,8 (n=3)
EMT-HEK 293 75 +104 (n=3) 11,8 +16,6 (n=2)
OCT1-HEK 293 224 +195 (n=3)[81 +121 (n = 3)
OCT2-HEK 293 76 +132 (n=3) [27,1 +46,9 (n = 3)

Legende: Mittelwert + Standardabweichung in pMole / 100 pg Protein;
n = Stichprobenumfang

3.1.2.5 Zusammenfassung der zellularen Aufnahme von 6-FDOPA

und 6-Fluoro-Dopamin

Die Ergebnisse der Aufnahme von 6-FDOPA und 6-FDA zeigen bei den beiden
Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly niedrige Konzentrationen fur 6-FDOPA.
Dieses Ergebnis kann auf die rasche enzymatische Umwandlung zu 6-FDA
zurickgefuhrt werden, wobei bereits nach 5 min ein gro3er Teil des Substrates
umgesetzt wurde. Ein weiterer Peak bei ca. 18,3 Minuten stellt héchstwahrscheinlich
6-Fluoro-Noradrenalin (6-FNA) dar. Bei Caki-1 und den transformierten HEK 293
Zellen lassen sich fur die 6-FDOPA Aufnahme hohere Werte messen. Eine
Umwandlung in 6-FDA und 6-FNA findet nicht statt.

Die organische Kationentransporter exprimierenden EMT-HEK 293, OCT1-HEK 293,
OCT2-HEK 293 und besonders Caki-1 zeigen nach Inkubation mit 6-FDA etwas
hohere 6-FDA Konzentrationen als SK-N-SH und Kelly Zellen. Bei den beiden
Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly kam es wieder zusatzlich zu einem
deutlichen Peak bei ca. 18,3 Minuten (6-FNA).
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3.2 Aufnahmeversuche mit radioaktiv markierten

Substanzen

Zu Beginn soll hier ein Uberblick tiber die durchgefiihrten Versuche gegeben werden.

Bei den in Abschnitt 3.2.1 durchgeflhrten Untersuchungen wurden die beiden
Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly verwendet. Dabei wurde vergleichend
die Aufnahme von [**C]-DOPA (Modellsubstanz fir [**F]-6-FDOPA) und [**C]-
Dopamin (Modellsubstanz fiir [*®F]-6-Fluoro-Dopamin ([**F]-6-FDA)) gemessen. Da
fir spatere PET Untersuchungen [*®F]-6-FDA aus [*®F]-6-FDOPA hergestellt werden
soll, wurde hier in analoger Weise [**C]-Dopamin aus [**C]-DOPA durch
enzymatische Decarboxylierung hergestellt. Dadurch konnte durch den 100%-igen
Umsatz die gleichen Konzentrationen mit gleicher spezifischer Aktivitat von Dopamin
und DOPA eingesetzt werden, was einen direkten Vergleich beider Komponenten

maoglich machte.

Im zweiten Versuchsblock (Kapitel 3.2.2) wurde die Aufnahme von [**C]-DOPA und
[*H]-Dopamin in NAT exprimierenden Kelly Zellen im Vergleich zu Zellen, die
organische Kationentransporter zur Aufnahme der Katecholamine verwenden,

gemessen.

3.2.1 Aufnahme von [*C]-DOPA und [*C]-Dopamin in
SK-N-SH und Kelly Zellen nach dessen Umwandlung
aus [*"C]-DOPA

Um die spater bei PET Untersuchungen von [**F]-6-FDOPA zu [*®F]-6-FDA
vorgesehene Umwandlung zu simulieren, wurde fir die vorliegenden
Aufnahmeversuche [**C]-DOPA enzymatisch zu [**C]-Dopamin umgewandelt. Da,
wie aus vorausgegangenen Analysen erarbeitet wurde, bei den gewahlten

Bedingungen die Umsetzung praktisch zu 100% gelingt (Z. Kugi, unveroffentliche
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Ergebnisse), kann auf diese Weise auch ein direkter Vergleich zur Aufnahme von
unmarkiertem DOPA und Dopamin gezogen werden. Beide Substanzen verhalten
sich gleich wie ihre entsprechenden fluorierten Verbindungen. Abbildung 14 zeigt die
Kinetik der Umwandlung von DOPA zu Dopamin im Vergleich zu 6-FDOPA zu

6-FDA.
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Abbildung 14: Kinetik der Umwandlung von DOPA zu Dopamin im Vergleich zu
6-FDOPA zu 6-FDA durch DOPA-Decarboxylase enthaltende Extrakte aus Kelly
Zellen (aus Z. Kugi et al., unveroffentliche Ergebnisse)
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3.2.1.1 Enzymatische Umwandlung von [“C]-DOPA zu
[**C]-Dopamin

Bevor die Aufnahmeversuche mit [**C]-Dopamin bei den SK-N-SH und Kelly Zellen
durchgefilhrt werden konnten, musste [**C]-Dopamin zuerst durch enzymatische
Decarboxylierung hergestellt werden (durchgefiihrt von Frau Dr. Zyrafete Kugi):

Dabei wurden 50 pl [**C]-DOPA (50 pCi / 1000 pl; 54 mCi / mMol) zu 1000 pl PBS*™
(+ 5,5 mM Glucose; + Ascorbat (f.c.: 100 uM)) gegeben. Daraus ergibt sich, dass in
1 ml PBS™ ca. 0,046 pMole [**C]-DOPA gelést sind, was einer [**C]-DOPA Lésung
mit einer Konzentration von 46 pM entspricht.

Von diesen 1050 pl [**C]-DOPA Losung wurden 150 pl entnommen. Diese 150 pl
[**C]-DOPA Losung wurde spater fir die Aufnahmeversuche mit [**C]-DOPA

verwendet.

Zu den restlichen 900 pl [*C]-DOPA Lésung wurde dann 90 pl Kelly-Enzymlysat
(aus ca. 3 x 10° Zellen) + 5 pl Pyridoxal-Phosphat (f.c.: 1 uM) gegeben. Der Ansatz
wurde 10 min bei 37°C inkubiert, anschlieRend auf 5000 D-Ultrafiltriersysteme
(Millipore) verteilt und 10 + 5 min bei 10.000 rpm (mit einer Eppendorfzentrifuge;
=~ 10.000 x g) ultrafiltriert. Dieses Ultrafiltrat enthalt das praktisch zu 100 %
umgesetzte [**C]-Dopamin aus [**C]-DOPA und weist daher ebenfalls eine
Konzentration von ca. 46 uM auf.
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3.2.1.2 Vergleich der Aufnahme von [**C]-DOPA mit [**C]-Dopamin

Das neu synthetisierte [**C]-Dopamin wurde bei 3 Versuchsreihen mit SK-N-SH
Zellen und bei einer mit Kelly Zellen eingesetzt. Dabei wurden jeweils
Doppelmessungen sowohl fur den alleinigen Einsatz des Ultrafiltrates als auch fur die
Messungen der [**C]-Dopaminaufnahme mit potentiellen Inhibitoren durchgefihrt.

Folgendes Pipettierschema wurde fur die 5 Versuchsansatze verwendet:

1.: 10 pl Ultrafiltrat (ca. 46 pM [**C]-Dopamin) in 500 pl — f.c.: ca. 1 uM
Zellsuspension,
+ 10 ul PBS
2. + 10 pl 6-FDOPA — f.c.: ca. 100 uM
3. + 10 pl 6-FDA — f.c.: ca. 100 uM
4. + 10 pl Desipramin — f.c.: ca. 10 yM
5.: 10 pl [**C]-DOPA vor der enzymatischen Umsetzung — f.c.: ca. 1 yM

(ca. 46 uM) in 500 pl Zellsuspension,
+ 10 pl PBS

Als ReferenzgroRe wurden jeweils 100%-Werte (= 10 pl Ultrafiltrat [**C]-Dopamin
bzw. 10 pl [**C]-DOPA Loésung) verwendet und diese als Dreiermessung

durchgefuhrt. Fur die ersten Versuche ergaben sich folgende 100%-Werte:

100%-Wert [**C]-DOPA: 40.310 cpm + 3441 (= 460 pMole) n

I
w

100%-Wert [**C]-Dopamin: 36.454 cpm + 5100 (= 460 pMole) n=2
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Ansatze mit ca. 2 x 10° SK-N-SH Zellen wurden 15 min mit den radioaktiven
Substanzen [**C]-Dopamin ([**C]-DA) bzw. [**C]-DOPA inkubiert. Die Werte der
Messungen wurden zur besseren Vergleichbarkeit auf 1 x 10° Zellen umgerechnet.
Bei der Inkubation mit [**C]-Dopamin wurden zusétzlich die potentiellen Inhibitoren
6-FDOPA, 6-FDA und das Trizyklikum Desipramin mit in die Suspension pipettiert.
Nach 15 mindtiger Inkubation zeigten sich folgende Ergebnisse:

Tabelle 14a: Aufnahme von [**C]-Dopamin ([**C]-DA) in SK-N-SH Zellen mit und
ohne Inhibitoren und Aufnahme von [**C]-DOPA nach 15 miniitiger Inkubation pro 1 x
10° Zellen

Aufnahme % des % durch Inhibition
pMole /15 min / 100%-Wertes
10° Zellen (= 460 pMole)
[**C]-DA 16,0 £2,1 (n=3) [35% 100 %
+ 6-FDOPA 13,1 +1,0 (Nn=3) [28% 81,8 % +13,3
+ 6-FDA 8,7 0,3 (n=3) 1.9% 54,1% +7,3
+ Desipramin |2,3 0,2 (n=3) |05% 14,3 % +0,6
[**C]-DOPA 18,8 22 (n=3) [41%

Legende: Prozentangaben der aufgenommenen Menge im Vergleich zum
100%-Wert und Prozentangaben der Inhibition durch die Substanzen 6-FDOPA
(f.c.: 100 uM), 6-FDA (f.c.: 100 uM) u. Desipramin (f.c.: 10 uM) im Vergleich zur
ungehemmten Aufnahme von [**C]-DA.

n = Stichprobenumfang; pMole = 1 x 10*? Mole

Eine Uberprufung auf statistische Signifikanz (a = 5%; zweiseitige Testung) ergab
eine bedeutsame Hemmung der Aufnahme von [*C]-DA durch die Substanzen
6-FDA (t(2) = 6,083; p = 0,026) und Desipramin (t(2) = 12,605; p = 0,006). Bei
gleichzeitiger Zugabe von 6-FDOPA kam es erwartungsgemal zu keiner signikanten
Hemmung (t(2) = 2,202; p = 0,159).
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Nach demselben Schema wurden auch mit Kelly Zellen die Aufnahme von radioaktiv
markiertem DOPA und Dopamin nach 15 minutiger Inkubation bestimmt. Im
Unterschied zu der Versuchsreihe mit der SK-N-SH Zelllinie war der

Stichprobenumfang bei den Doppelmessungen n = 1:

Tabelle 14b: Aufnahme von [**C]-Dopamin ([**C]-DA) in Kelly Zellen mit und ohne
Inhibitoren und Aufnahme von [**C]-DOPA nach 15 mindtiger Inkubation pro 1 x 10°
Zellen

Aufnahme % des % durch Inhibition
pMole / 15 min / 100%-Wertes
10° Zellen (= 460 pMole)
[*“C]-DA 7,6 (n=1) [1,7% 100 %
+ 6-FDOPA 7,8 (n=1) 1,7% 102,4 %
+ 6-FDA 6,6 n=1) [1,4% 86,7 %
+ Desipramin | 4,2 (n=1) [0,9% 55,2 %
[*“C]-DOPA 38,5 (n=1) [84%

Legende: Prozentangaben der aufgenommenen Menge im Vergleich zum
100%-Wert und Prozentangaben der Inhibition durch die Substanzen 6-FDOPA
(f.c.: 100 pM), 6-FDA (f.c.: 100 pM) u. Desipramin (f.c.: 10 uM) im Vergleich zur
ungehemmten Aufnahme von [**C]-DA. n = Stichprobenumfang

Die in den Tabellen 14a und 14b dargelegten Daten sind in Abbildung 15, 16a und
16b auch graphisch dargestellt und werden ndher erlautert. Dabei wird zuerst die
Aufnahme der beiden Substanzen [**C]-DOPA und [**C]-Dopamin in die SK-N-SH
Zellen und in die Kelly Zellen miteinander verglichen (Abbildung 15). Im
darauffolgenden Abschnitt wird auf die Aufnahmehemmung von [**C]-Dopamin durch
die Substanzen 6-FDOPA, 6-FDA und Desipramin bei den beiden Neuroblastom-

Zelllinien dargestellt.
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Vergleich der Aufnahme von [*C]-DOPA und [*C]-Dopamin in
SK-N-SH und Kelly Zellen

In der Abbildung 15 wird die ungehemmte Aufnahme der beiden potentiellen
Radiopharmakon-Analoga in die Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly

gegenuber gestellt.
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Abbildung 15: Aufnahme der beiden Substanzen [**C]-DOPA (f.c.. 1 pM) und
[**C]-Dopamin (f.c.: 1 pM) in SK-N-SH (n = 3) und Kelly (n = 1) Zellen. Angaben in
Mittelwert mit Standardabweichung in pMole nach 15 min Inkubation bei 37°C pro
1 x 10° Zellen

In Abbildung 15 erkennt man deutlich,
a) dass [**C]-Dopamin in SK-N-SH Zellen besser als in Kelly Zellen eingebaut
wird,
b) dass bei den SK-N-SH Zellen [**C]-Dopamin und [**C]-DOPA (f.c.: je 1 pM) in
etwa gleichem Ausmalf eingebaut wird und
c) dass in Kelly Zellen deutlich mehr [**C]-DOPA als [**C]-Dopamin (f.c.: je 1 pM)

eingebaut wird (etwa 4 mal so viel).
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Hemmung der Aufnahme des enzymatisch aus [“C]-DOPA

gebildeten [**C]-Dopamins
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Abbildung 16a: Aufnahme von [**C]-Dopamin ([*“C]-DA) (f.c.: 1 pM) in SK-N-SH
Zellen mit und ohne Inhibitoren nach 15 min Inkubation pro 1 x 10° Zellen. Mittelwert
+ Standardabweichung (n = 3). Verwendete Konzentrationen: 6-FDOPA: 100 uM;
6-FDA: 100 pM; Desipramin: 10 uM
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Abbildung 16b: Aufnahme von [**C]-Dopamin ([**C]-DA) (f.c.: 1 uM) in Kelly Zellen
mit und ohne Inhibitoren nach 15 min Inkubation pro 1 x 10° Zellen (n = 1).
Verwendete Konzentrationen: 6-FDOPA: 100 pM; 6-FDA: 100 pM; Desipramin:
10 uM
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Man erkennt bei den SK-N-SH Zellen (Abbildung 16a):

a) eine deutliche Hemmung durch Desipramin (durch die Hemmung des

Noradrenalintransporters)

b) eine kompetitive Hemmung durch 6-FDA (in 100-facher Konzentration)

c) eine leichte Hemmung durch 6-FDOPA (evtl. durch intrazellulare Umsetzung

zu 6-FDA und potentieller Freisetzung)

Bei den Kelly Zellen (Abbildung 16b) sieht man im Prinzip den gleichen Effekt. Dieser

ist jedoch deutlich geringer ausgepragt als bei den SK-N-SH Zellen.

Hemmung der Aufnahme von [**C]-DOPA

In einem weiteren Ansatz wurde die mdgliche Hemmung der Aufnahme von
[**C]-DOPA (f.c.: 1 pM) durch 6-FDA, Tyrosin und Desipramin an SK-N-SH Zellen

gemessen.

Folgendes Pipettierschema wurde fur die 4 Versuchsansatze verwendet:

1.: [**C]-DOPA (ca. 46 puM) in 500 pl Zellsuspension, — f.c.:
+10 pl PBS
+ 10 pl 6-FDA e
+ 10 pl Tyrosin — f.c.
+ 10 pl Desipramin — f.c.:

ca.

ca

ca

ca

. 100 pM
. 100 pM
.10 uM

Die Werte der [**C]-DOPA Aufnahme in SK-N-SH Zellen ohne und mit potentieller

Inhibitoren werden in Tabelle 15 angegeben und in Abbildung 17 graphisch

dargestellt.
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Tabelle 15: Aufnahme von [**C]-DOPA in SK-N-SH Zellen mit und ohne Inhibitoren
nach 15 min Inkubation pro 1 x 10° Zellen

Aufnahme % des % durch Inhibition
pMole / 15 min / 100%-Wertes
10° Zellen (= 460 pMole)
[**C]-DOPA 243 +14 (n=3) |52% 100 %
+ 6-FDA 331 +18 (n=3) |7.2% 136,6 % +13,8
+ Tyrosin 295 £105(n=3) |64 % 121,6 % +47,1
+ Desipramin 22,2 £23 (n=3) [48% 91,6 % + 15,2

Legende: Prozentangaben der aufgenommenen Menge im Vergleich zum
100%-Wert und Prozentangaben der Inhibition durch die Substanzen 6-FDA
(f.c.: 100 pM), Tyrosin (f.c.: 100 uM) und Desipramin (f.c.: 10 puM) im Vergleich zur
ungehemmten Aufnahme von [**C]-DOPA. n = Stichprobenumfang
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Abbildung 17: Aufnahme von [**C]-DOPA (f.c.: 1 uM) in SK-N-SH in Abwesenheit
und Gegenwart von 6-FDA (f.c.: 100 uM), Tyrosin (f.c.. 100 uM) und Desipramin
(f.c.: 10 uM). Mittelwert + Standardabweichung (n = 3)

Abbildung 17 zeigt,
a) dass Desipramin die Aufnahme von [**C]-DOPA nicht hemmt und
b) dass 6-FDA den Einbau sogar leicht steigert.
c) Aufgrund der hohen Standardabweichung ist eine Beurteilung des

Tyrosineffektes nur schwer maoglich.
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3.2.2 Einbau von [YC]-DOPA und [°*H]-Dopamin in
OCT1-HEK 293 Zellen im Vergleich zu Kelly Zellen

Im Unterschied zu Kapitel 3.2.1, in dem [**C]-Dopamin aus [**C]-DOPA synthetisiert
wurde, wurde in diesem Versuchsblock kommerziell erhaltliches [*H]-Dopamin
(f.c.: 1 uM) und [**C]-DOPA (f.c.: 1 pM) verwendet.

Die zellulare Aufnahme dieser Substanzen wurde mit OCT1-HEK 293 Zellen im
Vergleich zu Kelly Zellen durchgefiihrt. Die Aufnahmen von [*C]-DOPA und
[*H]-Dopamin wurden ohne und mit den potentiellen Inhibitoren 6-FDA, Tyrosin und
Desipramin durchgefuhrt. Diese Anséatze wurden ebenfalls 15 Minuten bei 37°C

inkubiert.

Folgendes Pipettierschema wurde dabei verwendet:

1.: [**C]-DOPA (ca. 46 uM) in 500 pl Zellsuspension, —f.c.:ca. 1puM

+ 10 pl PBS

oder

[*H]-Dopamin (ca. 51 uM) in 500 pl Zellsuspension, — f.c.:.ca. 1 yM

+ 10 pl PBS

+ 10 pl 6-FDA — f.c.: ca. 100 uM

+ 10 pl Tyrosin — f.c.: ca. 100 uM
4. + 10 pl Desipramin — f.c.: ca. 10 pM
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3.2.2.1 Einbau von [*C]-DOPA in OCT1-HEK 293 Zellen im
Vergleich zu Kelly Zellen

Fir die Versuche mit [**C]-DOPA wurde als 100 %-Wert aus drei Doppelmessungen
eine Aktivitat von 44.479 cpm + 548 (= 460 pMole), n = 3 bestimmt:

Die folgenden zwei Tabellen 16a und 16b zeigen die Messergebnisse der Aufnahme
nach 15 mindtiger Inkubation pro eine Million Zellen. Zwei Doppelmessungen wurden
fur die Zelllinie Kelly, eine fur die Zelllinie OCT1-HEK 293 durchgefihrt.

Tabelle 16a: Aufnahme von [**C]-DOPA in Kelly Zellen mit und ohne Inhibitoren nach
15 min Inkubation pro 1 x 10° Zellen

Aufnahme % des % durch Inhibition
pMole / 15 min / 100%-Wertes
10° Zellen (= 460 pMole)
[**C]-DOPA 221 +09 (n=2) |4,8% 100 %
+ 6-FDA 26,6 0,9 (n=2) 5,8 % 120,5 % +0,9
+ Tyrosin 192 £0,7 (n=2) |42% 86,8 % +6,9
+ Desipramin [ 229 0,6 (n=2) |50% 103,5 % +7,1

Legende: Prozentangaben der aufgenommenen Menge im Vergleich zum
100%-Wert und Prozentangaben der Inhibition durch die Substanzen 6-FDA
(f.c.: 100 pM), Tyrosin (f.c.: 100 uM) und Desipramin (f.c.: 10 uM) im Vergleich zur
ungehemmten Aufnahme von [**C]-DOPA. n = Stichprobenumfang
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Tabelle 16b: Aufnahme von [*C]-DOPA in OCT1-HEK 293 Zellen mit und ohne
Inhibitoren nach 15 min Inkubation pro 1 x 10° Zellen

Aufnahme % des % durch Inhibition
pMole / 15 min / 100%-Wertes
10° Zellen (= 460 pMole)

[**C]-DOPA 46,8 (n=1) |[10,2% 100 %

+ 6-FDA 36,2 n=1) [79% 77,3 %

+ Tyrosin 34,8 (n=1) |76% 74,5 %

+ Desipramin | 51,3 (n=1) [11,2% 109,7 %

Legende: Prozentangaben der aufgenommenen Menge im Vergleich zum
100%-Wert und Prozentangaben der Inhibition durch die Substanzen 6-FDA
(f.c.: 100 pM), Tyrosin (f.c.: 100 uM) und Desipramin (f.c.: 10 puM) im Vergleich zur
ungehemmten Aufnahme von [**C]-DOPA. n = Stichprobenumfang

3.2.2.2 Einbau von [*H]-Dopamin in OCT1-HEK 293 Zellen im
Vergleich zu Kelly Zellen

Wie fiir [**C]-DOPA wurden auch fiir [*H]-Dopamin die Aufnahme und die mégliche
Hemmung in einem weiteren Versuchsblock mit der Zelllinie OCT1-HEK 293 im
Vergleich zu Kelly Zellen untersucht. Nach dem in Kapitel 3.2.2 beschriebenen

Pipettierschema wurden die Ansatze fir die Versuche vorbereitet.

100%-Wert [*H]-Dopamin: 131.910 cpm = 7815 (=510 pMole) n

3

Die angefihrten Tabellen 17a und 17b beinhalten die Messwerte aus den
Aufnahmeversuchen von [**C]-Dopamin in die Kelly und in die OCT1-HEK 293
Zellen. Auch hier wurden als potentielle Inhibitoren wieder das Dopamin-Analogon

6-FDA, die Aminoséaure Tyrosin und das Trizyklikum Desipramin eingesetzt.
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Tabelle 17a: Aufnahme von [*H]-Dopamin in Kelly Zellen mit und ohne Inhibitoren
nach 15 min Inkubation pro 1 x 10° Zellen

Aufnahme % des % durch Inhibition
pMole / 15 min / 100%-Wertes
10° Zellen (= 510 pMole)
[*H]-Dopamin |26 +0,2 (n=2) |0,5% 100 %
+ 6-FDA 10 £0,1 (n=2) |0,2% 40,7 % +1,1
+ Tyrosin 26 01 (n=2) |0,5% 102,5 % +9,8
+ Desipramin |0,9 0,1 (n=2) [0,2% 33,9 % +45

Legende: Prozentangaben der aufgenommenen Menge im Vergleich zum
100%-Wert und Prozentangaben der Inhibition durch die Substanzen 6-FDA
(f.c.: 100 pM), Tyrosin (f.c.: 100 uM) und Desipramin (f.c.: 10 puM) im Vergleich zur
ungehemmten Aufnahme von [*H]-Dopamin. n = Stichprobenumfang

Eine statistisch relevante Hemmung zeigt sich fiur die Substanzen 6-FDA
(t(1) = 27,545; p = 0,012; einseitig getestet) und Desipramin (t(1) = 10,563;
p = 0,030; einseitig). Durch die Aminosaure Tyrosin kam es zu keiner signifikanten

Hemmung (t(1) = -0,412; p = 0,751, zweiseitig getestet).

Tabelle 17b: Aufnahme von [*H]-Dopamin in OCT1-HEK 293 Zellen mit und ohne
Inhibitoren nach 15 min Inkubation pro 1 x 10° Zellen

Aufnahme % des % durch Inhibition
pMole /15 min / 100%-Wertes
10° Zellen (= 510 pMole)

[*H]-Dopamin | 7,1 (n=1) [1,4% 100 %

+ 6-FDA 3,6 (n=1) 0,7 % 51,6 %

+ Tyrosin 5,7 (n=1) |11% 81,0 %

+ Desipramin | 4,6 (n=1) [0,9% 65,1 %

Legende: Prozentangaben der aufgenommenen Menge im Vergleich zum
100%-Wert und Prozentangaben der Inhibition durch die Substanzen 6-FDA
(f.c.: 100 pM), Tyrosin (f.c.: 100 uM) und Desipramin (f.c.: 10 uM) im Vergleich zur
ungehemmten Aufnahme von [*H]-Dopamin. n = Stichprobenumfang

- 106 -




Ergebnisse

3.2.2.3 Zusammenfassende Beurteilung der Kapitel 3.2.2.1 und
3.2.2.2

Die Abbildungen 18a und 18b zeigen graphisch in Balkendiagrammen die Aufnahme
von [*C]-DOPA in eine Million Kelly und eine Million OCT1-HEK 293 Zellen ohne
und mit Inhibition durch 6-FDA, Tyrosin und Desipramin. In den Abbildungen 19a und
19b werden bei denselben Zelllinien die Aufnahmeeigenschaft und die mogliche
Hemmung der Transportsysteme filr das Substrat [°H]-Dopamin im gleichen MafRstab

wie fur die DOPA-Aufnahme vergleichend dargestellt.

In den Abbildungen 18a und 18b erkennt man, dass [**C]-DOPA von beiden
Zelllinien in hohen Konzentrationen aufgenommen wird (OCT1-HEK 293 > Kelly).
Eine maRige Hemmung findet sich lediglich bei gleichzeitiger Zugabe der
Aminosaure Tyrosin, die ebenfalls tUber die LAT in die Zellen gelangt und die
Aufnahme von [**C]-DOPA kompetitiv hemmt.

[*H]-Dopamin gelangt bei den Neuroblastomzellen tber die NAT - in geringen
Mengen eventuell auch Uber die DAT - in die Zellen. Bei den OCT1-HEK 293 findet
dieser Transport Uiber die organischen Kationentransporter statt. Bei beiden Zelllinien
ist die Aufnahme von [°H]-Dopamin wesentlich geringer als die von [**C]-DOPA. Die
von den OCT1-HEK 293 aufgenommenen Konzentrationen sind héher als die der
Neuroblastomzelle Kelly. Bei beiden Zelllinien sorgt 6-FDA fir eine kompetitive
Hemmung der Aufnahme. Da Desipramin spezifisch die NAT hemmt zeigt sich auch
nur bei Kelly Zellen eine Hemmung, bei den OCT1-HEK 293 zeigt die Zugabe dieses

Trizyklikums keinen (bzw. einen sehr geringen) Hemmeffekt.

Wie schon in Abbildung 15 gezeigt ist bei den Kelly Zellen die Aufnahmekapazitat fur
DOPA-Analoga etwa viermal hoher als fir Katecholamin-Analoga. Hatte man anstatt
der Kelly Zelllinie an dieser Stelle die SK-N-SH Zelllinie verwendet, waren die
Aufnahmeunterschiede sicherlich geringer gewesen. Grund hierfur sind die
unterschiedlichen Konzentrationen der Transportsysteme bei den beiden Zelllinien.
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Standardabweichung der Aufnahme
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Abb. 18b: Aufnahme von [*“C]-DOPA
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Inkubation pro 1 x 10° Zellen. n = 2

in OCT1-HEK 293 Zellen mit und ohne
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3.2.3 Einfluss von Desipramin auf die Aufnahme von
[**C]-DOPA und [*H]-Dopamin in SK-N-SH Zellen und
Zellen mit organischen Kationentransportern (OCT
Zellen)

Das Trizyklikum Desipramin hemmt wie in Kapitel 1.2.4.2.2 (Seite 28 f) beschrieben
den Noradrenalintransporter (NAT) (Torres et al., 2003). In dieser Versuchsreihe
wurde die Aufnahme von [**C]-DOPA und [*H]-Dopamin in die Neuroblastomzellen
SK-N-SH, welche mehr NATSs besitzen als Kelly Zellen, und in Zellen mit organischen
Kationentransportern gemessen. Diese Versuche wurden in Abwesenheit und
Gegenwart von Desipramin  durchgefuhrt. Als Zellen mit organischen
Kationentransportern wurden die Zelllinien Caki-1, EMT-HEK 293, OCT1-HEK 293
und OCT2-HEK 293 eingesetzt.

Um die Aufnahme der Substanzen pro 1 x 10° Zellen miteinander vergleichen zu
konnen, wurde auch hier wieder fur [*C]-DOPA und [*H]-Dopamin in

Dreifachmessung jeweils ein 100%-Wert bestimmt:

100%-Wert [**C]-DOPA: 92.129 cpm +* 5436 (= 460 pMole) n

I
w

100%-Wert [*H]-Dopamin: 497.231 cpm % 3821 (= 510 pMole) n=3

Die Messungen wurden bei dieser Versuchsreihe ebenfalls nach 15 minutiger
Inkubation durchgefiihrt und die Auswertung der Messungen in pMole Substrat pro

1 x 10° Zellen angegeben und so die Hemmung in % miteinander verglichen.
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Tabelle 18a: Aufnahme von [**C]-DOPA (f.c.: 1 pM) nach 15 min Inkubation pro
1 x 10° SK-N-SH Zellen und OCT-exprimierenden Zellen und dessen potentielle
Hemmung durch Desipramin

Aufnahme % des % durch
pMole / 15 min / 10° Zellen 100%-Wertes Inhibition
(= 460 pMole)

SK-N-SH 15,7 3,4 %

(Kontrolle) n = 1 (Dreifachmessung)

+ Desipramin 11,7 2,5% 74,2 %
n = 1 (Dreifachmessung)

Caki-1 (Kontrolle) | 55,5 12,1 %
n = 1 (Sechsfachmessung)

+ Desipramin 56,0 12,2 % 101,0 %
n = 1 (Dreifachmessung)

EMT-HEK 293 13,1 2,9 %

(Kontrolle) n =1 (Sechsfachmessung)

+ Desipramin 14,2 3,1% 108,1 %
n = 1 (Sechsfachmessung)

OCT1-HEK 293 |11,4 2,5%

(Kontrolle) n = 1 (Dreifachmessung)

+ Desipramin 10,1 22% 89,3 %
n =1 (Vierfachmessung)

OCT2-HEK 293 |9,1 2,0 %

(Kontrolle) n =1 (Vierfachmessung)

+ Desipramin 9,6 21% 106,0 %
n =1 (Zweifachmessung)

Prozentangaben der aufgenommenen Menge im Vergleich zum 100%-Wert und
Prozentangaben der Inhibition im Vergleich zur ungehemmten Aufnahme von
[**C]-DOPA. Desipramin f.c.: 10 pM
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Tabelle 18b: Aufnahme von [*H]-Dopamin (f.c.: 1 pM) nach 15 min Inkubation pro
1 x 10° SK-N-SH Zellen und OCT-exprimierenden Zellen und dessen potentielle
Hemmung durch Desipramin

Aufnahme % des % durch
pMole / 15 min / 10° Zellen 100%-Wertes Inhibition
(=510 pMole)

SK-N-SH 9,1 9,6 %

(Kontrolle) n = 1 (Dreifachmessung)

+ Desipramin 0,6 0,7 % 7,0 %
n = 1 (Dreifachmessung)

Caki-1 2,1 2,3%

(Kontrolle) n = 1 (Sechsfachmessung)

+ Desipramin 2,0 2,1 % 94,1 %
n =1 (Sechsfachmessung)

EMT-HEK 293 | 8,9 9,5%

(Kontrolle) n =1 (Sechsfachmessung)

+ Desipramin 8,2 8,7 % 91,7 %
n = 1 (Finffachmessung)

OCT1-HEK 293 | 3,5 3,7 %

(Kontrolle) n =1 (Vierfachmessung)

+ Desipramin 2,2 2,3% 63,6 %
n =1 (Vierfachmessung)

OCT2-HEK 293 | 9,1 9,7 %

(Kontrolle) n = 1 (Dreifachmessung)

+ Desipramin 2,9 3,1% 31,8 %
n =1 (Vierfachmessung)

Prozentangaben der aufgenommenen Menge im Vergleich zum 100%-Wert und
Prozentangaben der Inhibition im Vergleich zur ungehemmten Aufnahme von
[3H]-Dopamin. Desipramin f.c.: 10 uM
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Die Versuche mit [**C]-DOPA ohne und mit Hemmung durch Desipramin ergaben

folgende Resultate:

Die Messungen zeigten, dass die Caki-1 Zellen mehr [**C]-DOPA aufnehmen als die
anderen Zelllinien, bei denen sich die Aufnahmen von [**C]-DOPA zwischen 2,0 und
3,4 % im Vergleich zum 100%-Wert bewegte. Desipramin hemmte die Aufnahme von
[**C]-DOPA im gréReren Umfang von {ber 25 % lediglich bei den SK-N-SH Zellen.
Bei den OCT1-HEK 293 hemmte Desipramin die Aufnahme von [**C]-DOPA um gut
10 %, bei allen anderen Zelllinien sorgte Desipramin fir eine leicht gesteigerte
Aufnahme von [**C]-DOPA (siehe Tabelle 18a und Abbildung 20a).

In einem zweiten Versuchsblock zur potentiellen Hemmung von Desipramin wurde

das Dopamin-Analogon [*H]-Dopamin eingesetzt. Die Ergebnisse dieser Messungen

zeigten folgendes Bild:

Die Aufnahme von [*H]-Dopamin lag bei den Zelllinien SK-N-SH, EMT-HEK 293 und
OCT2-HEK 293 bei knapp 10 % des 100%-Wertes. Bei den Zelllinien Caki-1 und
OCT1-HEK 293 lag diese Aufnahme jedoch deutlich niedriger. Die Zugabe von
Desipramin hemmte bei allen fiinf Zelllinien die Aufnahme von [*H]-Dopamin.
Wahrend bei den Zelllinien Caki-1 und EMT-HEK 293 die Inhibition unter 10 % lag,
sank die Aufnahme von [*H]-Dopamin bei der Neuroblastomzelllinie SK-N-SH
gravierend auf lediglich 7 % (siehe Tabelle 18b und Abbildung 20b).
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Abbildung 20a: Aufnahme von [**C]-DOPA (f.c.. 1 pM) ohne (Kontrolle) und in
Gegenwart von Desipramin. Angaben nach 15 minitiger Inkubation pro
1 x 10° Zellen. Desipramin f.c.: 10 pM
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Abbildung 20b: Aufnahme von [°H]-Dopamin (f.c.. 1 uM) ohne (Kontrolle) und in
Gegenwart von Desipramin. Angaben nach 15 minitiger Inkubation pro 1 x 10°
Zellen. Desipramin f.c.: 10 pM
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4 Diskussion

Fur die Diagnostik des Neuroblastoms, eines embryonalen Tumors des Kindesalters,
und dessen Verlaufskontrolle stehen einige bildgebende Verfahren zur Verfligung.
Neben dem Ultraschall, dem Rontgen, der Computertomografie und der
Kernspintomografie werden vor allen Dingen auch szintigrafische Verfahren
eingesetzt. Seit ersten Untersuchungen in den 80-er Jahren hat sich das mit Jod
radioaktiv markierte Metajodobenzylguanidin (mIBG) [**I]-mIBG als gut geeigneter
Tracer zur Diagnostik dieser Entitat etabliert (Kimming et al., 1984; Treuner et al.,
1984). In verschiedenen Studien konnte fir diese Substanz gezeigt werden -
besonders auch in Kombination mit der Einzelphotonen-Emissions-Tomografie, kurz
SPECT, und evtl. der Computertomografie -, dass [***I]-mIBG eine hohe Sensitivitat
von ca. 90 % bei einer Spezifitat von knapp 100 % aufweist (Boubaker & Bischof
Delaloye, 2008; Franzius et al., 2006; Rozovsky et al. 2008; Rufini et al., 1995; Vik et
al., 2009). Das Noradrenalin-Analogon mIBG gelangt energieabhangig tber den
Noradrenalintransporter (NAT) in die Neuroblastomzellen, wo es im Zytoplasma
gespeichert wird und so das maligne Gewebe markiert (Bayer et al., 2009; Carlin et
al., 2003; Lode et al.,, 1995; Mairs et al., 1994; Shulkin et al., 1986; Shulkin &
Shapiro, 1998; Vaidyanathan et al.,, 2008). Zunehmend gewinnt auch beim
Neuroblastom - wie bei einer grol3en Anzahl weiterer onkologischer Erkrankungen -
der radioaktiv markierte Zucker [**F]-Fluor-2-Desoxy-D-Glukose ([**F]-FDG) als
Tracer beim PET an Bedeutung, das dem [**1]-mIBG sogar bei einigen
Fragestellungen leicht Uberlegen zu sein scheint, wie aus den wenigen bisher
durchgefuhrten Studien hervorgeht (Sharp et al., 2009). Der erhdhte
Glukosestoffwechsel stellt namlich eine allgemeine Eigenschaft von Tumorzellen dar,
wahrend die Aufnahme von gewissen Katecholamin-Analoga stets von der
Expression der daftir notwendigen Transporter abhangt.

Neuere Radiopharmaka wie das DOPA-Analogon [*®F]-6-FDOPA und das Dopamin-
Analogon [*®F]-6-FDA weisen als Tracer beim PET/CT bei einigen Krankheitsbildern
vielversprechende Ergebnisse auf. Fir den Einsatz von [*°F]-6-FDOPA bei der
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Parkinsonfriihdiagnostik und bei der Diagnostik neuroendokriner Tumoren wie
Karzinoiden, Inselzelltumoren des Pankreas, Phaochromozytomen, Paragangliomen,
medullaren  Schilddrisenkarzinomen, dem  Hyperinsulinismus, kleinzelligen
Lungenkarzinomen und beim Melanom liegen erste vielversprechende Studien vor
(Fiebrich et al., 2009; Jager et al., 2008; Timmers et al., 2009). Ebenfalls finden sich
hoffnungsvolle  Untersuchungen zum Einsatz von [*®F]-6-FDA bei der
Kardiodiagnostik, bei der Diagnostik neuroendokriner Tumoren wie dem
Ph&ochromozytom und dem medullaren Schilddriisenkarzinom (Gourgiotis et al.,
2003; llias et al., 2003; Timmers et al., 2009). Dabei gelangt [*®F]-6-FDOPA uber den
von allen Zellen in unterschiedlichen Konzentrationen und Konstellationen
exprimierten L-Typ Aminosauretransporter (LAT1-4) in die Zellen. Um den
gesteigerten Substratbedarf zu decken, exprimiert insbesondere maligne entartetes
Gewebe verstarkt die LAT1 und LAT3 (Babu et al., 2003; Oda et al., 2010; Yanagida
et al., 2001). Wie mIBG gelangt auch das Dopamin-Analogon [*®F]-6-FDA (iber den
NAT, daneben aber auch Uber den Dopamintransporter (DAT), in die neuronalen
Tumorzellen. Daher konnte diese Substanz aufgrund der bisherigen positiven
Erfahrungen mit mIBG auch erfolgreich beim Neuroblastom eingesetzt werden und

evtl. in Zukunft an die Stelle von [*?*|]-mIBG treten.

Bisher wird routinemaRig in PET-Zentren [*®F]-6-FDOPA synthetisiert, nicht jedoch
[*®F]-6-FDA. Daraus ergibt sich die Schwierigkeit, dass [**F]-6-FDA fiir die
Untersuchungen des Neuroblastoms im klinischen Alltag gar nicht zur Verfigung
steht. Hinzu kommt, dass das Isotop *®F lediglich eine Halbwertszeit von 109 Minuten
aufweist und diese kurze Zeit die Handhabung dieses Tracers erschwert.
Wegbereitend fiir den méglichen routinemaRigen Einsatz von [‘®F]-6-FDA war die
Weiterentwicklung einer neuen Methode von Z. Kuci (unpublizierte Ergebnisse) zur
Synthese dieser Substanz. Mit Enzymextrakten aus Kelly Zellen gelang ihr so eine
fast vollstandige enzymatische Umsetzung von [°F]-6-FDOPA zu [*®F]-6-FDA
innerhalb von nur 10 Minuten. Diese rasche Synthese konnte fir den praktikablen

Einsatz von [*®F]-6-FDA bedeutsam werden.
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Neben der bisher schlechten Verfiigbarkeit von [*®F]-6-FDA ergibt sich fur den
maoglichen Einsatz von [**F]-6-FDOPA und [‘®F]-6-FDA noch ein weiteres Problem:
Eine groRe Anzahl verschiedener Gewebe weist die L-Typ Aminosauretransporter
(LAT) auf, Uber die mit den anderen Aminosauren auch das DOPA-Analogon
[*®F]-6-FDOPA in die Zellen gelangen (siehe Kapitel 1.2.4.1; Seite 22 ff). Dopamin
und die analoge radioakitve Substanz gelangen nicht nur tGber die DAT und NAT in
die Zellen, sondern werden auflerdem von OCT-exprimierenden Zellen
aufgenommen (Bayer et al., 2009). In dieser Arbeit wurden daher Versuche zur
Aufnahme und zum Metabolismus von DOPA- und Dopamin-Analoga durchgefihrt.
Neben den beiden NAT-exprimierenden Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly
(Ballweg, 2007) wurden auch die Nicht-Neuroblastom-, OCT-exprimierenden
Zelllinien Caki-1, EMT-HEK 293, OCT1-HEK 293 und OCT2-HEK 293 eingesetzt.

Die Ergebnisse dieser Versuche aus Kapitel 3 sollen in dieser Diskussion im
Folgenden vergleichend und unter Beriicksichtigung der aktuellen Literaturlage
besprochen und erortert werden. Nach der Diskussion der zellularen Aufnahme
dieser Substanzen folgen zwei weitere Kapitel zum Metabolismus von DOPA- und

Dopamin-Analoga.

4.1 Vergleich der Aufnahme von DOPA und Dopamin in
Neuroblastomzellen und OCT-exprimierenden

Zellen

Ein zentraler Aspekt der Arbeit war es, die Aufnahme von DOPA- und Dopamin-
Analoga in Neuroblastomzellen fir den spateren mdglichen klinischen Einsatz von
[*®F]-6-FDOPA und [*®F]-6-FDA beim PET zu untersuchen. Die Kinetik dieser Tracer
verhalt sich wie die der unfluorierten Substanzen, wie Z. Kuci und Kollegen
(unpublizierte Ergebnisse) (siehe Abbildung 14, Seite 94) bei ihren Untersuchungen
zeigen konnten. Daher wurden anstatt [*°F]-FDOPA unmarkiertes 6-FDOPA und
radioaktives [**C]-DOPA, und anstatt [‘®F]-FDA unmarkiertes 6-FDA bzw.

radioaktives [**C]-Dopamin und [*H]-Dopamin verwendet. Das [**C]-Dopamin wurde
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dabei nach einer von Z. Kuci und Mitarbeitern (unpublizierte Ergebnisse) neu

entwickelten Methode enzymatisch aus [**C]-DOPA synthetisiert.

Die aromatische Aminosaure 3,4-Dihydroxy-L-Phenylalanin (L-DOPA) und Dopamin
sind beides hydrophile Substanzen und kdnnen nicht ohne weiteres die lipophile
Zellmembran der Neuroblastomzellen Uberwinden. Daher bendtigen diese
Substanzen fir ihre Aufnahme spezielle, energieabhangige Transportsysteme wie
die L-Typ Aminosauretransporter (LAT1 und LATZ2) fir die Aufnahme von DOPA und
die Dopamin- und Noradrenalintransporter (DAT und NAT) fur die Aufnahme von
Dopamin. Organische Kationentransporter (OCT) - auch nicht-neuronale
Monoamintransporter genannt - sind ebenfalls in der Lage Katecholamine und ihnen
verwandte Substanzen zu transportieren. Physiologischerweise eliminieren sie
Katecholamine aus der Blutbahn, die nicht Gber die neuronalen Monoamintransporter
(DAT, NAT) in die Zellen transportiert wurden.

Lediglich ein geringer Anteil der radioaktiv markierten Substanzen gelangt auch
durch transmembrandre Diffusion passiv in die Zelle. Dieser Anteil nimmt keinen
relevanten Stellenwert bei den durchgefuhrten Versuchen ein, soll aber der
Vollstandigkeit halber trotzdem hier erwahnt werden. Bei der Interpretation der
Ergebnisse kann jedoch dieser Sachverhalt nicht vollstandig aul3er Acht gelassen

werden.

In einer friheren Arbeit des Labors (Ballweg, 2007) konnte gezeigt werden, dass ein
Anteil von etwa 5 % der Radioaktivitat von [*H]-Dopamin und [*H]-Noradrenalin trotz
einer Hemmung der neuronalen Monoamintransporter bei den SK-N-SH und Kelly
Zellen die Zellmembran Uberwinden kann. Ansatze mit Neuroblastomzellen wurden
mit den beiden Substanzen inkubiert und dann auf Eis gekihlt, um so die
Transportleistung der energieabhangigen DAT und NAT aufzuheben. Dies fuhrte zu

einer ca. 95 %-igen Reduzierung der Aufnahme der Katecholamine.

Auch fur die HEK 293 Zellen gilt, dass Katecholamine auch ohne OCT in diese
Zellen gelangen kénnen. Griindemann und Mitarbeiter (1997) zeigten fir das [*C]-
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Tetraethylammonium, dass nicht mit OCT2 transformierte HEK 293 Zellen trotzdem
in der Lage sind ca. 3 % dieser Substanz im Vergleich zu den Zellen aufzunehmen,

die zuvor mit OCT2 transformiert wurden.

Die Aufnahme der aromatischen Aminosdure DOPA und analoger Substanzen wie

auch die Aufnahme anderer Aminosauren erfolgt Uber die L-Typ
Aminosauretransporter (LAT), die sich in einer Vielzahl von Geweben prasentieren.
Fir eine Reihe Tyrosin-basierten Tracer wie [“'C]-Tyrosin, [**F]-Ethyltyrosin,
[*2%l]-Methyltyrosin und [*®F]-DOPA konnte der Beweis erbracht werden, dass diese
Substanzen Uber die LAT aufgenommen werden (Heiss et al., 1999; Jager et a.,
2000, 2001, Lahoutte et al., 2004).

Auch bei den in dieser Arbeit verwendeten Neuroblastom- und OCT-exprimierenden
Nierentumorzellen kommen diese L-Typ Aminosauretransporter Analogieschliissen
zu Folge in grofRer Anzahl vor: Fur die Neuroblastomzelllinie ,Mouse Neuro-2a“
konnte in einer Reihe von Hemmversuchen des LAT1 und des LAT2 die zellulare
Aufnahme von L-DOPA nachgewiesen werden. Die quantitative Bestimmung erfolgte
mittels HPLC mit elektrochemischer Detektion (Sampaio-Maia B et al.,, 2001;
Sampaio-Maia B & Soares-da-Silva P, 2000). Auch fur Nierengewebe konnte der
Nachweis fir das Vorkommen von LAT durch Aufnahmeversuche mit [**C]-DOPA
erbracht werden (Quifiones et al., 2004; Soares-da-Silva & Serrdo, 2004, 2005).
Darlber hinaus exprimieren die meisten Tumore verstarkt die L-Typ
Aminosauretransporter - besonders LAT1 und LAT3 - um den gesteigerten
Energieverbrauch decken zu kénnen (Babu et al., 2003; Oda et al., 2010; Yanagida
et al.,, 2001). Aufgrund dieses Sachverhaltes ist davon auszugehen, dass auch die
beiden  Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly sowie die beiden
Nierenkarzinom-Zelllinien Caki-1 und HEK 293 verstarkt diese Transporter

exprimieren.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen zur Aufnahme von 6-FDOPA und
[**C]-DOPA bei den Zellinien SK-N-SH, Kelly, Caki-1, EMT-HEK 293,
OCT1-HEK 293 und OCT2-HEK 293 spiegeln diesen Sachverhalt wider: Bei den
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HPLC-Messungen von 6-FDOPA nach 5 und nach 30 minutiger Inkubation konnte
die Aufnahme dieser Substanz in allen Zelllinien nachgewiesen werden (Kapitel 3.1).
Jedoch war der Gehalt in den beiden Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly
auffallend niedrig (siehe Abbildung 1la und b; Seite 84). Aufgrund des bereits im
Ergebnisteil angesprochenen Verdachts und in den Kapiteln 4.2 und 4.3 der
Diskussion besprochenen These einer enzymatischen Umwandlung zu 6-FDA und 6-
FNA sind die Ergebnisse dieser Versuche zur Diskussion des Ausmales der
Aufnahme von DOPA in Neuroblastomzellen und OCT-exprimierenden Zellen nur
eingeschrankt verwendbar. Hingegen sind die Ergebnisse der zellularen Aufnahme
von [*C]-DOPA aussagekraftiger (Kapitel 3.2). Die Radioaktivitat ist namlich auch
nach einer (potentiellen) intrazellularen Umwandlung zu [*C]-Dopamin in gleicher
Hohe nachweisbar und somit eindeutig dem [**C]-DOPA und der Aufnahmekapazitat
der LAT zuordenbar. Nach 15 miniitiger Inkubation mit 460 pMole [**C]-DOPA
wurden ca. 20 pMole von einer Million SK-N-SH Zellen aufgenommen,
interessanterweise ahnlich viele wie nach Inkubation der gleichen Zelllinien mit [**C]-
Dopamin. Wesentlich héher war die Aufnahme dieser Substanz bei den Kelly Zellen.
Hier betrug die Menge nach 15 mindtiger Inkubation knapp 40 pMole pro eine Million
Zellen (siehe Abbildung 14b; Seite 98). Dieser Gehalt war etwa viermal so hoch wie
nach Inkubation mit [**C]-Dopamin. Ahnliche Aufnahmewerte wie bei den SK-N-SH
Zellen gab es auch fir die OCT-exprimierenden Zellen. Besonders hoch war die
Aufnahme von [**C]-DOPA bei den Caki-1 Zellen, die 55,5 pMole nach 15 minditiger

Inkubation pro eine Million Zellen betrug.

Eine auffallend hohe Aufnahme an DOPA fand sich bei den Kelly und bei den Caki-1
Zellen (siehe Abbildungen 15 und 20a), die beide ein Modell fir einen aggressiven
Tumor darstellen. Die Kelly Zelllinie weist eine hohe DNA N-MYC Amplifikation
(Schwab et al., 1983), eine geringe Differenzierung und ein rasches Wachstum
(Preis et al., 1988) auf und dient somit als Modell eines rasch fortschreitenden
Tumors. Bei den Caki-1 Zellen handelt es sich um eine Zelllinie aus Zellen eines
schlecht differenzierten G3-Tumors (Korhonen et al., 1994). Das rasche Wachstum
und die schlechte Differenzierung beider Zelllinien und die gleichzeitige hohe
Aufnahme des eingesetzten [**C]-DOPAs stiitzen die These, dass aggressive und
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schnell fortschreitende Tumoren verstarkt LAT1 exprimieren (Yanagida et al., 2001).
Eine hohe LAT1 Expression findet sich somit verstarkt in Tumorzellen mit einem
stark gesteigerten Stoffwechsel, um diese ausreichend mit Aminosauren versorgen
zu konnen. Kaira und Mitarbeiter (2008) konnten in einer ersten klinischen Studie
einen Zusammenhang zwischen einer starken LAT1 Expression und einem
schlechten klinischen Outcome und einer geringen 5-Jahres-Uberlebensrate beim

kleinzelligen Lungenkarzinom nachweisen.

Oben beschriebener Zusammenhang zwischen einer erhéhten LAT Expression und
einer erhéhten Aufnahme von DOPA bei gleichzeitiger schlechterer Differenzierung
konnte auch fiir die PET Bildgebung mit [*®F]-6-FDOPA beim Neuroblastom von
Bedeutung sein. Dies wirde bedeuten, dass sich rasch fortschreitende Tumoren
wegen ihrer gesteigerten Traceraufnahme besser darstellen lieBen. Ein klarer
Zusammenhang zwischen der [**F]-6-FDOPA Aufnahme und der entsprechenden
Histopathologie wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. Widerspriichlich
dazu ist eine Hypothese von Jakob und Mitarbeitern (2003) beim kleinzelligen
Bronchialkarzinom, die vermuten, dass ein Zusammenhang zwischen einer

gesteigerten [‘®F]-6-FDOPA Aufnahme und einer besseren Differenzierung bestiinde.

Ob und in welcher Form ein Zusammenhang zwischen der Aufnahme von DOPA und
deren Analoga und der Tumordifferenzierung besteht, wird in weiteren Studien zu

klaren sein.

Weiter wurden einige Hemmversuche der [**C]-DOPA Aufnahme mit den
Substanzen 6-FDOPA, 6-FDA, Tyrosin und Desipramin durchgefuhrt:

Abbildung 20a zeigt, dass Desipramin, ein Hemmstoff des NAT (DAT?), keinen
nennenswerten Einfluss auf die Hemmung der Aufnahme von [*C]-DOPA hat. In
Kapitel 3.2.2.1, in dem der Einbau von [**C]-DOPA in OCT1-HEK 293 Zellen und
Kelly Zellen untersucht wurde, wird fur Desipramin derselbe Effekt beobachtet.
Sowohl bei Versuchen mit Kelly Zellen als auch bei Versuchen mit den OCT-
exprimierenden Zellen OCT1-HEK 293 wird aber eine Hemmung der Aufnahme bei
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gleichzeitiger Inkubation mit Tyrosin (100 x > DOPA) beobachtet. Eine eindeutige
Tendenz bei gleichzeitiger Zugabe von 6-FDA ist nicht auszumachen.

Die nichtessentielle Aminosdure Tyrosin, die die Ausgangssubstanz des
Katecholaminstoffwechsels bildet, wird ebenfalls wie auch die aromatische
Aminosaure DOPA hauptsachlich Uber LAT1 in die Zellen aufgenommen (Kanai et
a., 1998; Kanai & Endou, 2001; Yanagida et al., 2001). Daher ist es nicht
verwunderlich, dass es nach Inkubation der verwendeten Zelllinien in Gegenwart von
Tyrosin zu einer verminderten Aufnahme von [**C]-DOPA kommt. Beide Substanzen
konkurrieren um denselben Transporter, sodass es zu einer kompetitiven Hemmung

und zu einer reduzierten Aufnahme von [**C]-DOPA kommt.

Als einziger spezifischer Inhibitor der LAT findet sich in der Literatur lediglich die 2-
Aminobicyclo[2,2,1]heptan-2-carboxylsaure (BCH) (Segawa et al., 1999). AuRerdem
ist die Transportleistung der LAT2 abhangig vom extrazellularen pH Wert (Prasad et
al., 1999).

Die zelluldre Aufnahme des biogenen Amins Dopamin und seiner analogen

Substanzen erfolgt im  neuronalen Gewebe (Uber die neuronalen
Monoamintransporter DAT und NAT und im nicht-neuronalen Gewebe Uber die nicht-

neuronalen Monoamintransporter OCT1-3.

Die beiden Neuroblastom-Zelllinien Kelly und SK-N-SH, die neuronalem Gewebe
entstammen, verfiigen tber NAT. Entgegen einer friilheren Studie (Lode et al., 1995),
bei der mittels RT-PCR fur den DAT keine Genexpression bei sechs untersuchten
Neuroblastomzelllinien - u.a. auch SK-N-SH und Kelly - gefunden werden konnte,
kann aber wahrscheinlich doch von einer geringen Expression der DAT
ausgegangen werden (Z. Kugci, personliche Mitteilung). Auf alle Falle erfolgt der
grodte Teil der Dopaminaufnahme Uber den NAT, der fir Dopamin eine hohe
Transportleistung aufweist. In derselben Studie zeigten Lode und Kollegen (1995),
dass die beiden Neuroblastom-Zelllinien diesen neuronalen Momoamintransporter

exprimieren: Die SK-N-SH Zellen synthetisierten wesentlich mehr solcher

-121 -



Diskussion

Transporter als die gleiche Anzahl an Kelly Zellen. Schon zuvor wurde der Nachweis
des NAT in SK-N-SH Zellen erbracht (Glowniak et al., 1993), welcher Uberhaupt
erstmals von Pacholczyk und Mitarbeitern (1991) bei dieser Zelllinie geklont werden
konnte. Im Gegensatz zu den Kelly Zellen, die nur eine moderate Expression der
NAT aufweisen (Lode et al., 1995; Seitz et al., 2000), findet in den SK-N-SH Zellen
eine hohe Expression dieser Transporter statt (Carlin et al., 2003; Kugi et al., 2002;
Mairs et al., 1994).

Die anderen verwendeten Zelllinien sind ebenfalls in der Lage, Katecholamine tber
spezielle Transportsysteme aufzunehmen. Als nicht-neuronales Gewebe besitzen die
beiden Nierenkarzinom-Zelllinien organische Kationentransporter (OCT). Bei der
einen Nierenkarzinom-Zelllinie Caki-1 konnte dieser Transporter erstmals als
extraneuronaler Monoamintransporter geklont und durch Hemmversuche die
Aufnahme von radioaktivem Noradrenalin durch diesen Transporter nachgewiesen
werden (Schémig & Schonfeld, 1990; Schomig et al., 1990). Die Caki-1 Zelle
exprimiert Genprodukte aller drei organischen Kationentransporter OCT1-3 in
unterschiedlichen Konzentrationen: Der OCT3 (= EMT) liegt bei dieser Zelllinie in
hdchster Konzentration vor, gefolgt von OCT1. Der Gehalt an OCT2 ist hingegen
eher gering (Hayer-Zillgen et al., 2002).

Weiter wurden die transformierten embryonalen Nieren-Zelllinien OCT1-HEK 293,
OCT2-HEK 293 und OCT3-HEK 293 (= EMT) in dieser Arbeit eingesetzt. Auf die
HEK 293 Zelllinie wurden zur selektiven Untersuchung der einzelnen organischen
Kationentransporter die entsprechenden DNA-Sequenzen ubertragen: Der OCT3 (=
EMT) entstammt der Caki-1 Zelllinie und weist in der HEK 293 Zelllinie dieselbe
Aufnahmekapazitat fur MPP* auf wie der OCT3 bei den Caki-1 Zellen fiir
Noradrenalin (Grindemann et al., 1998b). Auch die OCT1-HEK 293 und OCT2-HEK
293 wurden auf ahnliche Weise transformiert (Gorboulev et al., 1997; Griindemann
et al., 1994, 1997; Okuda et al., 1996). Der Substratfluss fir Dopamin ist bei den
OCT1-HEK 293 Zellen groRRer als bei den OCT2-HEK 293 Zellen (Breidert et al.,
1998; Grindemann et al., 1998a).
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Die Durchfuhrung der verschiedenen Versuche konnte bestétigen, dass alle sechs
verwendeten Zelllinien SK-N-SH, Kelly, Caki-1, OCT1-HEK 293, OCT2-HEK 293 und
OCT3-HEK 293 (= EMT) Dopamin und 6-FDA entweder Uber die neuronalen
(SK-N-SH und Kelly) oder tber die nicht-neuronalen (OCT) Katecholamintransporter

in die Zellen aufnehmen.

Bei den Aufnahme- und Metabolismusversuchen mit 6-FDA (f.c.. 100 uM) (siehe
Abbildungen 12a bis f; Seite 88 ff) lassen sich mittels HPLC-Messungen besonders
hohe Mengen an 6-FDA bei den Versuchen mit der Caki-1 Zelllinie nachweisen
(siehe Abbildung 13a und b; Seite 91), die nach 5 Minuten ca. 60 pMole / 100 pg
Protein und nach 30 Minuten knapp 120 pMole / 100 pg Protein aufgenommen
haben. Bei den beiden Neuroblastom-Zelllinien liegen die Werte niedriger (SK-N-SH:
ca. 5 pMole / 100 pg Protein nach 5 min; ca. 25 pMole / 100 pg Protein nach 30 min.
Kelly: ca. 7 pMole / 100 pg Protein nach 5 min; ca. 27 pMole / 100 ug Protein nach
30 min). Dabei ist die Aufnahme von 6-FDA in die Kelly Zellen etwas hoher als in die
SK-N-SH Zellen, was scheinbar im Widerspruch zu friheren Arbeiten steht. Diese
konnten mittels RT-PCR eine hohere Genexpression des NAT bei den SK-N-SH als
bei den Kelly Zellen nachweisen (Lode et al., 1995). Da sich bei beiden Zelllinien ein
zusatzlicher Peak zwischen 18,0 und 18,5 Minuten zeigt, der wahrscheinlich 6-FNA
entspricht, handelt es sich bei den Messungen von 6-FDA um Werte, die nicht die
wahre Aufnahmeleistung dieser Substanz Uber die NAT in die Neuroblastomzellen
widerspiegeln. Vielmehr muss davon ausgegangen werden, dass rasch ein gewisser
Anteil des Substrates umgesetzt wird (siehe Kapitel 4.3). Fihrt man sich vor Augen,
dass die SK-N-SH Zellen im Vergleich zu vielen anderen Neuroblastom-Zelllinien
eine hohe Expression der Dopamin-B-Hydroxylase aufweisen (Ross et al., 1981),
wird auch klar, dass diese Messergebnisse nicht im Widerspruch zu der
Veroffentlichung von Lode und Kollege (1995) stehen. Vielmehr haben die SK-N-SH
Zellen wahrscheinlich mehr und schneller das 6-FDA hydroxyliert als die Kelly Zellen,
sodass entsprechend die Messwerte von 6-FDA bei den SK-N-SH Zellen niedriger
ausfallen als bei den Kelly Zellen. Bei den OCT-exprimierenden Zellen (incl. der

Caki-1 Zellen) fehlt die Synthese eines solchen Enzyms. Entsprechend lassen sich
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auf den Chromatogrammen keine zuséatzlichen Peaks zwischen 18,0 und 18,5
Minuten auffinden (siehe Abbildung 12 e und f; Seite 90).

Fur die OCT-exprimierenden Zellen zeigt sich etwa eine doppelt so hohe
Aufnahmeleistung der OCT2-HEK 293 als bei den OCT1-HEK 293, was sich der
GroRRenordnung nach mit Werten aus friheren Arbeiten deckt (siehe Seite 122)
(Breidert et al., 1998; Grindemann et al., 1998a).

Die Versuche mit radioaktiv markiertem Dopamin sind deshalb die geeignetere
Methode zur Bestimmung ihrer Aufnahme weil nach Aufnahme der Substanz die
Radioaktivitat trotz einer moglichen weiteren Verstoffwechselung unverandert bleibt.
So kann die Akkumulation eines markierten Katecholamins - bzw. dessen
Radioaktivitat - auch nach einer Inkubation von mehreren Minuten exakt gemessen
werden. Daher spiegeln diese Ergebnisse recht prazise die Studie von Lode und
Mitarbeitern (1995) wider: Der Aufnahmegehalt von [*C]-Dopamin, das zuvor
enzymatisch aus [**C]-DOPA synthetisiert wurde (Z. Kugi, unpublizierte Ergebnisse),
betrug nach 15 minditiger Inkubation mit [**C]-Dopamin (f.c.: 1 pM) bei den SK-N-SH
Zellen 16 pMole pro eine Million Zellen, bei den Kelly Zellen knapp 8 pMole pro eine
Million Zellen.

Diesen Versuchen angeschlossen wurden auch wieder Versuche zur potentiellen

Hemmung der Dopamin-Aufnahme. Dabei wurden dieselben Substanzen eingesetzt
wie zur Aufnahmehemmung von [**C]-DOPA, namlich 6-FDOPA, 6-FDA, Tyrosin und

Desipramin. Bei 6-FDOPA wund Tyrosin handelt es sich um aromatische
Aminosauren, die Uber die LAT in die Zelle gelangen, 6-FDA ist ein fluoriertes
Dopamin-Analogon und das Trizyklikum Desipramin stellt einen potenten Hemmstoff
der NAT dar.

Bei den Hemmversuchen der Aufnahme von [**C]-DA (f.c.. 1 uM) bei den beiden
Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly zeigte sich folgendes Bild: 6-FDOPA
(f.c.: 100 puM) sorgt fur keine bzw. fur eine geringe Hemmung der Aufnahme, 6-FDA
(f.c.: 100 pM) fur eine mafige und Desipramin (f.c.: 10 uM) fir eine starke Hemmung
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der Aufnahme von [**C]-DA. Zu einer starkeren Hemmung kommt es dabei bei den

SK-N-SH Zellen im Vergleich zu den Kelly Zellen.

Wie beschrieben gelangt 6-FDOPA Uber einen anderen Transporter in die Zelle,

sodass die Aufnahme von [**C]-DA eigentlich ungestért ablaufen miisste.

[**C]-DA und 6-FDA werden beide zum groéRten Teil aufgrund der fehlenden bzw.
geringen DAT Expression bei Neuroblastomzellen tber die NAT in die Zellen
aufgenommen. Durch eine Inkubation mit ausreichend hohen Konzentrationen an
6-FDA (100-facher molarer Uberschuss) kam es bei diesen Versuchen zu einer
kompetitiven Hemmung der Aufnahme von [**C]-DA durch 6-FDA. In einer Arbeit von
Glowniak und Mitarbeitern (1993) konnte bei Versuchen mit Metajodobenzylguanidin
(mIBG), das ebenso wie Dopamin Uber den NAT aufgenommen wird, diese
kompetitive Aufnahmehemmung gezeigt werden. Durch Einsatz eines 10- bis 100-
fachen molaren Uberschusses an mIBG konnte die Aufnahme von [*H]-DA bei den
SK-N-SH und den Kelly Zellen fast vollstdndig durch kompetitive Hemmung der
Transporter inhibiert werden (Ballweg et al., 2007). In ahnlicher Weise konnte bei
den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen die Aufnahme von [**C]-DA durch
gleichzeitige Inkubation mit einem 100-fachen molaren Uberschuss an 6-FDA

reduziert werden.

Die Ergebnisse zur Aufnahmehemmung von [**C]-Dopamin durch Desipramin
befinden sich im Einklang mit einer Reihe von friheren Aufnahmeversuchen mit
NAT-exprimierenden Zelllinien (Ballweg, 2007; Pacholczyk et al., 1991): In dieser
Arbeit fihrte Desipramin (f.c.: 10 uM) bei den SK-N-SH Zellen zu einer Reduzierung
der Aufnahme von [*C]-DA auf 14,3 % und auf 55,2 % bei den Kelly Zellen jeweils
im Vergleich zu den Kontrollen (siehe Seite 97 f; Tabelle 14a und b).

Bayer und Kollegen (2009) zeigten bei den beiden NAT-exprimierenden Zelllinien
SK-N-SH und PC-12 (Phaochromozytom-Zelllinie) eine Hemmung der Aufnahme von
[*H]-DA nach 15 minutiger Inkubation bei unterschiedlichen
Desipraminkonzentrationen von 2 x 10® M bis 2 x 10™ M. Bereits ab Konzentrationen
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von 10°® M stellte sich ein maximaler Hemmeffekt ein, sodass auch héhere
Konzentrationen des trizyklischen Antidepressivums keinen weiteren Effekt brachten.
Bei den SK-N-SH Zellen kam es zu einer ca. 95 %-igen Hemmung, was den in dieser
Arbeit durchgefihrten Messungen entspricht. Bei den PC-12 Zellen, die im
Gegensatz zu den SK-N-SH Zellen vermehrt auch DAT exprimieren (Alyea et al.,
2008), fallt dieser Effekt etwas geringer aus; die Hemmung betragt dort knapp 90 %.
Ahnlich verhalt es sich auch bei den Versuchen mit den Kelly Zellen, bei denen
ebenfalls der Hemmeffekt geringer ausfiel als bei den SK-N-SH Zellen.

Bei den OCT-exprimierenden Zellen zeigt sich hingegen nur ein geringer
Inhibitionseffekt, da Desipramin kein Hemmstoff der OCT ist (Breidert et al., 1998).

Abschlie3end ist noch erwahnenswert, dass Zavosh und Mitarbeiter (1999) und Zhu
und Mitarbeiter (2002) zeigen konnten, dass neben der Hemmung der
Aufnahmeleistung der NAT eine Langzeitinkubation von Neuroblastomzellen mit
Desipramin Uber mehrere Tage fir eine Halbierung der Expression dieser

Transporter sorgt.

In den nachsten beiden Kapiteln wird der Metabolismus von 6-FDOPA und 6-FDA in
den Neuroblastom-Zelllinien und in den OCT-exprimierenden Zellen besprochen.

4.2 Zeitabhangige Umsetzung von 6-Fluoro-DOPA nach
Aufnahme in Neuroblastomzellen und OCT-

exprimierenden Zellen

Die Aufnahme von 6-FDOPA wurde an den beiden Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH
und Kelly sowie an den Caki-1 und an den OCT1-3 transformierten HEK 293 Zellen
uber 5 und 30 Minuten verfolgt. Dabei zeigten sich charakteristische Unterschiede:

Da Nierentumorgewebe bekanntlich keine Katecholamine synthetisiert, finden sich

bei diesen eingesetzten Zelllinien auch keine fur die Synthese von Katecholaminen
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notwendigen Enzyme. Eine Literaturrecherche mit den Stichworten ,Caki-1" oder
-HEK 293“ und den Enzymen der Katecholaminsynthese fiel entsprechend negativ

aus.

Die Ergebnisse des Kapitels 3.1.2.3 unterstreicht diesen Sachverhalt: Wahrend nach
5 und 30 Minuten unterschiedliche Konzentrationen an 6-FDOPA in den HPLC-
Chromatogrammen der einzelnen Zelllinien messbar waren, liel3 sich kein

6-Fluoro-Dopamin (6-FDA) nachweisen.

Anders verhalt es sich fir die beiden Neuroblastomzelllinien SK-N-SH und Kelly:

Allgemein synthetisieren etwa 90 % der Neuroblastome endogen Katecholamine.
Auch die beiden Neuroblastomzelllinien SH-N-SH und Kelly gehéren zu den
synthetisierenden Zelllinien (siehe Abbildung 9a und b; Seite 79) und verfligen somit
Uber die fur die Synthese von DOPA, Dopamin und Noradrenalin notwendigen
Enzyme wie die Tyrosinhydroxylase, die DOPA-Decarboxylase und die Dopamin-§3-
Hydroxylase. Auch wenn sich in einer friheren Arbeit (Ballweg, 2007) mittels RT-
PCR fur die Zellinie SK-N-SH im Gegensatz zur Zelllinie Kelly keine
Tyrosinhydroxylase nachweisen liel3, so mussen jedoch aufgrund ihres
Katecholaminprofils beide Zelllinien Uber ein solches Enzym verfligen.

Die Ergebnisse, die in Kapitel 3.1.2 vorgestellt wurden, fir die beiden Neuroblastom-
Zelllinien im Vergleich zu den Nicht-Neuroblastom-Zelllinien zeigen folgendes Bild:
Ihr Gehalt an 6-FDOPA ist im Vergleich zu den vier Nicht-Neuroblastom-Zelllinien
wesentlich geringer. Dies zeigt sich bereits nach einer kurzen Inkubationszeit von 5
Minuten und wird nach 30 minutiger Inkubation noch eindeutiger. Auffallig bei diesen
Beobachtungen ist, dass zeitgleich auf den Chromatogrammen der 6-FDA Peak eine
starke Progression erfahrt, wie die Abbildungen 10a und b (Seite 81) fur die
SK-N-SH Zellen und die Abbildungen 10c und d (Seite 82) fur die Kelly Zellen
verdeutlichen. Diese Substratverschiebung bei den Messungen zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten zeigt eine enzymatische Decarboxylierung von 6-FDOPA
zu 6-FDA. Wirft man noch einmal einen Blick auf die Chromatogramme der beiden
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Zelllinien, entdeckt man zwischen 18 und 18,5 Minuten einen weiteren eindeutigen
Peak, der sich aber keiner kalibrierten Substanz zuordnen lasst. Aufgrund der
fehlenden Kalibrierung lasst sich nur schwer beurteilen, ob dieser Peak eine
Zunahme erfahrt oder nicht. Rekapituliert man den Katecholaminmetabolismus, liegt
die Vermutung nahe, dass durch die Dopamin-B-Hydroxylase héchstwahrscheinlich
6-Fluoro-Noradrenalin (6-FNA) synthetisiert worden ist. Moglich ware evtl. auch ein
enzymatischer Abbau Uber die COMT oder die MAO zu 6-Fluoro-3Methoxytyramin
und zu 6-Fluoro-3,4-Dihydroxyphenylessigsdure und letztlich zu 6-Fluoro-
Homovanillinsdure, wie von Cumming und Mitarbeitern (1994) bei Untersuchungen
des Striatums von Ratten nach intravenoser Injektion von ['®]-6-FDOPA dargestellt
werden konnte. Weitere Studien zu dieser Fragestellung folgten (Endres et al.,
2004). Die dabei entstehenden Substanzen lie3en sich jedoch nicht mit der bei den
HPLC-Messungen verwendeten Saule darstellen. Wesentlich wahrscheinlicher ist

daher die Hydroxylierung des entstandenen 6-FDA zu 6-FNA.

Die Beobachtung der enzymatischen Decarboxylierung stitzt sich auf einige
vorliegende Studien: Bozzi und Mitarbeiter (2004) untersuchten neben klinischen
Proben auch finf Neuroblastomzelllinien, darunter auch die in dieser Arbeit
eingesetzte SK-N-SH Zelllinie. Mittels RT-PCR wurde bei allen fiinf Neuroblastom-
Zelllinien mRNA der DOPA-Decarboxylase und der Tyrosinhydroxylase gefunden.
Ebenso lieRen sich bei 10 aller 10 untersuchten primaren Neuroblastomen diese

beiden Enzyme nachweisen.

In einer weiteren Studie untersuchten Trager und Kollegen (2008) sowohl Blut- und
Knochenmarksproben als auch acht Neuroblastom-Zelllinien - darunter ebenfalls die
SK-N-SH Zelllinie - auf die Gegenwart der beiden Enzyme DOPA-Decarboxylase und
Tyrosinhydroxylase. Der Nachweis hoher Enzymkonzentrationen in Blutproben bei
Diagnosestellung sprechen demnach fur ein fortgeschrittenes metastasiertes
Stadium mit schlechtem Outcome. Mittels RT-PCR wurde aul3erdem die Anzahl der
MRNA u.a. der beiden Enzyme DOPA-Decarboxylase und Tyrosinhydroxylase
untersucht und miteinander verglichen. Die SK-N-SH Zelllinie weist im Vergleich zu
den anderen Zelllinien eine hohe Anzahl an DOPA-Decarboxylase-mRNA bei
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gleichzeitiger niedriger Tyrosinhydroxylase-mRNA auf. Bei dieser Zelllinie lag die
Anzahl der Transkripte fur die DOPA-Decarboxylase bei 14,1 pro Zelle, fur die
Tyrosinhydroxylase hingegen nur bei 0,12 pro Zelle. Dieses Ergebnis lasst sich gut
sowohl mit den Ergebnissen von Ballweg (2007), die keine bzw. nur eine geringe
Konzentration der Tyrosinhydroxylase in SK-N-SH Zellen nachweisen konnte, als
auch mit den eigenen in Einklang bringen. Die rasche Umsetzung eines grol3en Teils
des 6-FDOPA bereits nach der kurzen Zeit von 5 Minuten unterstreicht die hohe
Anzahl an Transkripten der zellularen DOPA-Decarboxylase, die in der erwéahnten

Studie gefunden wurde (Trager et al., 2008).

Nach Besprechung der SK-N-SH Zelllinie soll nun auf die DOPA-Decarboxylase der
Kelly Zellen eingegangen werden. In zwei friheren Studien konnte bereits gezeigt
werden, dass in Neuroblastomzelllinien ein hoher Gehalt der DOPA-Decarboxylase
vorliegt (Ikeda et al., 1994; Kuci et al., 2002). Daraufhin entwickelte Z. Kuci
(unpublizierte Ergebnisse) eine Methode zur enzymatischen Umwandlung von 6-
FDOPA zu 6-FDA aus Zellextrakten aus Kelly Zellen. Innerhalb einer Minute wurde
auf diese Weise ein Grol3teil des 6-FDOPA zu 6-FDA decarboxyliert, nach 5 Minuten
war die Substanz fast vollstandig metabolisiert. Gerade auch diese Ergebnisse
unterstreichen die hohe Aktivitat der DOPA-Decarboxylase in Neuroblastomzellen,
wie sie auch in dieser Arbeit fur die Kelly Zellen in entsprechender Weise im

Ergebnisteil dargestellt wurde.

Vor dem Hintergrund dieser bereits bekannten Resultate ist die enzymatische
Umwandlung von 6-FDOPA zu 6-FDA nicht verwunderlich. Erstaunlich ist hingegen

die Geschwindigkeit, in der diese Decarboxylierung vonstatten geht.

Wie schon angedeutet zeigt sich in den Chromatogrammen (siehe Abbildung 10a bis
d; Seite 81f) bei den beiden Neuroblastom-Zelllinien ein weiterer nichtkalibrierter
Peak zwischen 18 und 18,5 Minuten, bei dem es sich aller Wahrscheinlichkeit nach
um 6-FNA handelt. Da es aus biochemischer Sicht keinen Unterschied macht, ob

das aus 6-FDOPA synthetisierte 6-FDA weiter verstoffwechselt wird oder ob das in
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die Ansatze pipettierte 6-FDA metabolisiert wird, soll diese gemeinsame Wegstrecke

der Katecholaminsynthese im folgenden Kapitel 4.3 besprochen werden.

4.3 Zeitabhangige Umsetzung von 6-Fluoro-Dopamin
nach Aufnahme in Neuroblastomzellen und

OCT-exprimierenden Zellen

Die HPLC-Messungen hatten gezeigt, dass das zu den Ansatzen pipettierte
Dopamin-Analogon 6-FDA (f.c.: 100 pM) von allen Zellen aufgenommen wurde,
jedoch in niedrigeren Konzentrationen als das 6-FDOPA. Mit 2,5 und 4,2 pMole / 100
ug Protein nach funfminatiger Inkubation der SK-N-SH und der Kelly Zellen fiel die
Aufnahme im Vergleich zu den OCT-exprimierenden Zellen eher gering aus. Nach
30-mindtiger Inkubation stieg der 6-FDA Gehalt auf 12,7 und 18,8 pMole / 100 pg
Protein bei den beiden eingesetzten Neuroblastom-Zelllinien. Besonders hohe
Konzentrationen an 6-FDA fanden sich bei der Nierenkarzinom-Zelllinie Caki-1, die
Uber einen hohen Gehalt an extraneuronalen Monoamintransportern verflgt
(Schoémig & Schonfled, 1990; Schoémig et al., 1990). Allen Zelllinien gemeinsam ist
der zeitliche Zuwachs des 6-FDA Gehaltes nach einer langeren Inkubation von 30

Minuten.

Da die Aufnahmecharakteristika der sechs eingesetzten Zelllinien fur Dopamin und
dessen analoge Verbindungen bereits im Kapitel 4.1 besprochen wurden, soll in
diesem Abschnitt dieser Aspekt nicht mehr wiederholend beleuchtet werden. Wie
auch schon bei den Untersuchungen des 6-FDOPA Metabolismus zeigte sich auch
fur die Versuche mit 6-FDA ein weiterer Peak zwischen 18 und 18,5 Minuten bei den
beiden Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly nach 5 bzw. 30 minitiger
Inkubation, der wahrend der Inkubationszeit anstieg. Bei den Nicht-

Neuroblastomzellen fehlte dieser Peak.

Wie bereits erwahnt wurde sehr wahrscheinlich das 6-FDA durch Hydroxylierung in

das 6-FNA umgesetzt. Mangels zuvoriger Kalibrierung der HPLC-Anlage auf 6-FNA
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konnen die Ergebnisse der Messungen nicht quantitativ, sondern lediglich deskriptiv

wiedergegeben werden.

In sympathisch innerviertem Gewebe, das ebenfalls eine Dopamin-B-Hydroxylase
enthalt, gelang beispielsweise Chang und Kollege (1990) nach intravendser
Bolusinjektion von [*H]-6-FDA bereits nach kurzer Zeit der Nachweis von [°H]-6-FNA.

Bei den Nicht-Neuroblastomzellen Caki-1 und HEK 293 findet sich in den
Chromatogrammen ein solcher Peak zwischen 18 und 18,5 Minuten (6-FNA) nicht.
Wie auch fur die DOPA-Decarboxylase finden sich in der Literatur keinerlei Hinweise

auf das Vorkommen einer Dopamin-B-Hydroxylase bei Nierenkarzinomzellen.

Anders sieht es hingegen fur die beiden Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und Kelly
aus: Bereits 1981 veroffentlichten Ross und Mitarbeiter (Ross et al.,, 1981) eine
Arbeit, in der 14 Neuroblastom-Zelllinien auf ihre zur Synthese von Neurotransmittern
notwendigen Enzyme untersucht wurden. Unter den adrenergen Zelllinien befand
sich bei dieser Studie auch die SK-N-SH Zelllinie. Diese weist eine Syntheseleistung
fur die Dopamin-B-Hydroxylase von 14,7 + 0,4 nMole Noradrenalin pro Stunde pro
mg Protein auf. Niedriger sind die Werte flr die Tyrosinhydroxylase und die DOPA-
Decarboxylase, von denen nur 0,017 £ 0,002 nMole DOPA bzw. 5,7 £ 0,5 nMole
Dopamin pro Stunde pro mg Protein hergestellt wurden. Dass die SK-N-SH Zellen
eine hohe Konzentration der Dopamin-B-Hydroxylase im Vergleich zu den anderen
Enzymen aufweist, zeigten neben den Versuchen mit 6-FDOPA und 6-FDA auch die
zuvor durchgefuhrten Untersuchungen des endogenen Katecholaminmusters, deren
Chromatogramme einen deutlichen Noradrenalin Peak aufweisen (siehe Abbildung
9a, Seite 79).

Einer &hnlichen Fragestellung folgend konnten Kugi und Mitarbeiter (2002) mittels
RT-PCR hohe Konzentrationen der Dopamin-B-Hydroxylase mRNA in SK-N-SH
Zellen nachweisen. In den Kelly Zellen lag die Genexpression aber nur ungefahr bei
70 % im Vergleich zu den SK-N-SH Zellen.
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Die Untersuchungen zur Aufnahme und zum Metabolismus von 6-FDOPA und
6-FDA haben gezeigt, dass die Umsetzungen dieser beiden Verbindungen im
Neuroblastom in derselben Weise vonstatten gehen wie der Metabolismus von
DOPA und Dopamin.

4.4 Fazit

Ob [*®F]-6-FDOPA oder [*®F]-6-FDA fiir den Klinischen Einsatz zur Darstellung des
Neuroblstoms mittels PET geeigneter ist, kann nicht abschlielend beantwortet
werden. Die Arbeit liefert aber eine detaillierte Beschreibung und Charakterisierung
der Aufnahme und des weiteren Metabolismus dieser Substanzen in

Neuroblastomzellen und OCT-exprimierenden Zellen.

Beziiglich des méglichen Einsatzes von [*®F]-6-FDOPA lasst sich sagen, dass diese
Substanz Uber die LAT in eine grofl3e Anzahl an Geweben gelangt. Katecholamine
synthetisierende Zellen bendétigen fir die Synthese dieser Stoffe im Vergleich zu
anderen Zellen mehr DOPA und weisen daher eine hohere LAT Expression auf. In
der Zellmembran von Tumorzellen finden sich ebenfalls fir ihre gesteigerte
Substratzufuhr an Aminosauren vermehrt LAT. Beide Eigenschaften treffen fir den
embryonalen Tumor Neuroblastom zu und diese Tracer scheinen daher pradestiniert

fur den Einsatz bei dieser Entitat.

[*8F]-6-FDA gelangt wie das Noradrenalin-Analogon Metajodobenzylguanidin (mIBG)
ebenfalls tber die NAT in die Neuroblastomzellen und tber die OCT in die OCT-
exprimierenden Zellen. Die Anzahl der [**F]-6-FDA aufnehmenden Zellen ist daher
im Vergleich zu der weit verbreiteten LAT-Expression begrenzt. Aufgrund des bisher
erfolgreichen Einsatzes von [**I]-mIBG und der dazu umfassenden Studienlage
ware eine Verwendung von [**F]-6-FDA als Tracer beim Neuroblastom sicherlich

auch sehr vielversprechend.
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Nach den in vitro Versuchen an Zelllinien mussen fir die weitere Klarung des
maoglichen Einsatzes dieser beiden Substanzen Untersuchungen am Kleintier-PET
mit Neuroblastom-tragenden Mausen folgen. Diese weiteren Untersuchungen auf
Grundlage dieser und weiterer Arbeiten sollen neue Erkenntnisse bringen, welche
der beiden Substanzen fiur den Einsatz im klinischen Alltag geeigneter ist und

welcher Tracer bei dieser Entitat eine hohere Sensitivitat und Spezifitat erzielt.
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5  Zusammenfassung

Das PET/CT ist ein bildgebendes Verfahren, das metabolische und morphologische
Qualitaten vereint. Tracer wie [®F]-6-Fluoro-DOPA ([*®F]-6-FDOPA) zur Darstellung
des prasynaptischen Dopamin-Pools finden bislang ihren Einsatz als funktionelles
bildgebendes Verfahren beim Parkinson-Syndrom und bei der Diagnostik
neuroendokriner Tumoren wie dem Phaochromozytom und den Karzinoiden. [*®F]-6-
Fluoro-Dopamin ([**F]-6-FDA) kann bei der Darstellung der sympatischen Innervation
des Herzens und ebenfalls bei neuroendokrinen Neoplasien wie dem
Phaochromozytom und dem medullaren Schilddriisenkarzinom eingesetzt werden.
Da auch das Neuroblastom neuronalem Gewebe entstammt, Uber entsprechende
Transportsysteme und Speichervesikel verfligt, besteht die Vermutung, dass diese

beiden Tracer auch Einsatz bei dieser padiatrischen Entitat finden konnten.

Aus praktischen Grinden wurde in dieser Dissertation bei den Versuchen anstatt
[*®F]-6-FDOPA und [*®F]-6-FDA die analogen Substanzen 6-FDOPA, [**C]-DOPA, 6-
FDA, [**C]-Dopamin und [°*H]-Dopamin eingesetzt. Dabei wurde die zellulare
Aufnahme und der weitere Metabolismus in Neuroblastom-Zelllinien und OCT-

exprimierenden Zelllinien untersucht und miteinander verglichen.

Bei den Untersuchungen wurden die beiden Neuroblastom-Zelllininen SK-N-SH und
Kelly und an den OCT-exprimierenden Zelllinien Caki-1 sowie den transformierten
HEK 293 (EMT (= OCT3)-HEK 293, OCT1-HEK 293 und OCT2-HEK 293)
verwendet. Nach unterschiedlich langer Inkubation der Zelllinien mit fluoriertem
DOPA und Dopamin wurden die Aufnahme und der Metabolismus dieser Substanzen
mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) untersucht. Neben den
endogenen Katecholaminen dieser Zellen wurde das Messsystem auch auf 6-Fluoro-
DOPA (6-FDOPA) und 6-Fluoro-Dopamin (6-FDA) kalibriert. Um die Ergebnisse
miteinander vergleichen zu kénnen, wurden Proteinbestimmungen der Zellpellets
durchgefuhrt und die gemessenen Werte auf gleiche Proteinkonzentrationen
umgerechnet. In einem zweiten Versuchsblock wurden radioaktiv markiertes DOPA

- 134 -


http://de.wikipedia.org/wiki/Dopamin

Zusammenfassung

und Dopamin verwendet und die Aufnahme dieser Substanzen in die einzelnen
Zelllinien mittels B-Counter bestimmt. Eine Zellzahlbestimmung wurde durchgefihrt,
um die Zerfalle pro Minute (cpm) bei gleicher Zellzahl miteinander vergleichen zu

kdnnen.

Das Neuroblastom, der haufigste extrakranielle solide Tumor des Kindesalters,
exprimiert Noradrenalintransporter und in geringen Konzentrationen auch
Dopamintransporter, Uber die die Katecholamine und ihnen analoge Substanzen
aufgenommen werden, wie viele Studien mit Metajodobenzylguanidin bereits zeigten.
Ein weiteres biochemisches Merkmal des Neuroblastoms neben der Expression von
neuronalen Monoamintransportern ist die Synthese von Katecholaminen. Aber auch
nichtneuronale Zellen kodnnen dber organische Kationentransporter (OCT1-3)
Dopamin aufnehmen. Die aromatische Aminosaure DOPA und deren Analoga
werden Uber L-Typ Aminosauretransporter (LAT1-4) in die Zelle aufgenommen, die
von einer grofRen Anzahl verschiedener Gewebe exprimiert wird. Besonders hohe
Konzentrationen finden sich bei Katecholamine synthetisierenden und bei maligne
entarteten Geweben, um genug Substrat fur die Synthese von Katecholaminen und

zur Proteinsynthese bereitzustellen.

Die Versuche zeigten, dass die Neuroblastomzellen und die OCT-exprimierenden
Nicht-Neuroblastomzellen sowohl die verwendeten DOPA- als auch die Dopamin-
Analoga aufnahmen. Bei der SK-N-SH Zelllinie wurden die beiden Substanzen in
aquivalenten Konzentrationen aufgenommen. Rasch wachsende Zelllinien wie die
Kelly und die Caki-1 nahmen Uber die LAT mehr DOPA auf als die anderen
eingesetzten Zelllinien. Bei den Neuroblastomzellen wurde Dopamin Uber die NAT
aufgenommen, die Aufnahmemenge der SK-H-SH Zelllinie war etwa viermal so hoch
wie die der Kelly Zellen. Vergleicht man die Neuroblastomzellen mit den OCT-
exprimierenden Zellen so wurde Dopamin besonders stark von den Caki-1 Zellen
aufgenommen, die hohe Konzentrationen der organischen Kationentransporter
(OCT1-3) aufwiesen. Hemmversuche zeigten, dass bei gleichzeitiger Inkubation der
Zellen mit zwei verschiedenen DOPA- oder Dopamin-Analoga der Gehalt der

aufgenommenen radioaktiven Substanz im Vergleich zur Kontrolle aufgrund eines
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kompetitiven Hemmvorganges sank. Bei gleichzeitigem Einsatz von DOPA und
Dopamin, die Uber unterschiedliche Transporter aufgenommen werden, konnte man
lediglich einen geringen Hemmeffekt beobachten. Despramin - ein spezifischer
Inhibitor des NAT - hemmt bei den SK-N-SH die Aufnahme von [*H]-Dopamin um
93 % im Vergleich zur Kontrolle. Bei den OCT-exprimierenden Zellen war die

Hemmung wesentlich geringer.

Die Neuroblastomzellen verfiigen Uber Enzyme zur Synthese von Katecholaminen,
deren Metabolismus ebenfalls in dieser Arbeit untersucht wurde. Bei Versuchen mit
unmarkiertem 6-FDOPA wurde diese Substanz rasch zu 6-FDA und wahrscheinlich
auch zu 6-Fluoro-Noradrenalin (6-FNA) weiter verstoffwechselt. Auch nach
Inkubation der Neuroblastomzellen mit 6-FDA kam es bereits nach kurzer Zeit zu
einer enzymatischen Umsetzung zu 6-FNA. Uberraschend war, dass innerhalb von
weniger als 5 Minuten ein Grol3teil der eingesetzten Analoga weiter metabolisiert
wurde. Bei den OCT-exprimierenden Zelllinien, die nicht Uber eine DOPA-
Decarboxylase und Dopamin-B-Hydroxylase verfiigen, konnte dieser Effekt nicht

beobachtet werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass beide potentiellen Tracer von den
Neuroblastom-Zelllinien und den OCT-exprimierenden Zelllinien aufgenommen
werden. Welcher der beiden Substanzen jedoch im klinischen Einsatz vorteilhafter
ist, konnte nicht abschlielend geklart werden. Diese Arbeit liefert aber Erkenntnisse
Uber die Aufnahme und den weiteren Metabolismus von DOPA- und Dopamin-
Analoga bei den verwendeten Zelllinien. Bezilglich des mdglichen klinischen
Einsatzes der beiden Substanzen missen zur weiteren Klarung der Fragestellung

Versuche am Kleintier-PET mit Neuroblastom-tragenden Mausen folgen.
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Synthese und Speicherung von Katecholaminen in
dopaminergen und noradrenergen Neuronen. (Forth et
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Stoffwechsel der Katecholamine und Metanephrine (aus
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Verwendete HPLC-Apparatur der Firma Hewlett-Packard
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GmbH

Proteineichkurve unter Verwendung von Albumin
Beispielchromatogramm einer Kalibrierung
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Konzentrationen und Absolutmengen siehe Tabelle 11

Endogenes Katecholaminmuster von SK-N-SH Zellen.
Extrakt aus ca. 2,1 x 10° Zellen / 50 pl

Endogenes Katecholaminmuster von Kelly Zellen.
Extrakt aus ca. 2,1 x 10° Zellen / 50 pl
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6-FDOPA (f.c.: 100 pM). Extrakt aus ca. 0,2 x 10° Zellen
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minutiger (d) Inkubation von Kelly Zellen mit 6-FDOPA
(f.c.: 100 pM). Extrakt aus ca. 1,0 x 10° Zellen / 50 pl

Chromatogramm nach 5 minttiger (e) und nach 30
minutiger (f) Inkubation von Caki-1 Zellen mit 6-FDOPA
(f.c.: 100 uM). Extrakt aus ca. 0,07 x 10° Zellen / 50 pl
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minutiger (d) Inkubation von Kelly Zellen mit 6-FDA
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Chromatogramm nach 5 minttiger (e) und nach 30
minutiger (f) Inkubation von Caki-1 Zellen mit 6-FDA
(f.c.: 100 uM). Extrakt aus ca. 0,07 x 10° Zellen / 50 pl

Exemplarische Beispiele des 6-FDA Gehalts in pMole
pro 100 pug Protein nach 5 min Inkubation mit 6-FDA
(f.c.: 100 puM)

Exemplarische Beispiele des 6-FDA Gehalts in pMole
pro 100 pg Protein nach 30 min Inkubation mit 6-FDA
(f.c.: 100 puM)
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Vergleich zu 6-FDOPA zu 6-FDA durch DOPA-
Decarboxylase enthaltende Extrakte aus Kelly Zellen
(aus Z. Kugi et al., unveroffentliche Ergebnisse)

Aufnahme der beiden Substanzen [*C]-DOPA
(f.c.: 1 pM) und [**C]-Dopamin (f.c.: 1 pM) in SK-N-SH
(n = 3) und Kelly (n = 1) Zellen. Angaben in Mittelwert mit
Standardabweichung in pMole nach 15 min Inkubation
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Aufnahme von [**C]-Dopamin ([**C]-DA) (f.c.: 1 pM) in
SK-N-SH Zellen mit und ohne Inhibitoren nach 15 min
Inkubation pro 1 x 10° Zellen. Mittelwert =+
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Konzentrationen: 6-FDOPA: 100 pM; 6-FDA: 100 uM,;
Desipramin: 10 uM

Aufnahme von [**C]-Dopamin ([**C]-DA) (f.c.: 1 pM) in
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Inkubation pro 1 x 10° Zellen (n = 1). Verwendete
Konzentrationen: 6-FDOPA: 100 pM; 6-FDA: 100 uM,;
Desipramin: 10 uM

Aufnahme von [**C]-DOPA (f.c.. 1 uM) in SK-N-SH in
Abwesenheit und Gegenwart von 6-FDA (f.c.: 100 pM),
Tyrosin (f.c.: 100 pM) und Desipramin (f.c.: 10 uM).
Mittelwert £ Standardabweichung (n = 3)

Mittelwert mit Standardabweichung der Aufnahme von
[**C]-DOPA in Kelly Zellen mit und ohne Inhibitoren nach
15 min Inkubation pro 1 x 10° Zellen. n = 2

Aufnahme von [**C]-DOPA in OCT1-HEK 293 Zellen mit
und ohne Inhibitoren nach 15 min Inkubation pro 1 x 10°
Zellen.n=1

Mittelwert mit Standardabweichung der Aufnahme von
[*H]-Dopamin in Kelly Zellen mit und ohne Inhibitoren
nach 15 min Inkubation pro 1 x 10° Zellen. n = 2

Aufnahme von [*H]-Dopamin in OCT1-HEK 293 Zellen
mit und ohne Inhibitoren nach 15 min Inkubation pro
1x10°Zellen.n=1
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Abb. 20a

Abb. 20b

Aufnahme von [**C]-DOPA (f.c.: 1 pM) ohne (Kontrolle) S. 113
und in Gegenwart von Desipramin. Angaben nach 15
minutiger Inkubation pro 1 x 10° Zellen.

Desipramin f.c.: 10 pM

Aufnahme von [*H]-Dopamin (f.c.: 1 uM) ohne (Kontrolle) S. 113
und in Gegenwart von Desipramin. Angaben nach 15
minditiger Inkubation pro 1 x 10° Zellen.

Desipramin f.c.: 10 uM
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