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1 Einleitung

1.1 Einfiihrung in die Thematik der Arbeit

In der szintigraphischen Diagnostik und der Therapie von Neuroblastomen wird
radioaktiv markiertes Metaiodbenzylguanidin (mIBG) genutzt, welches &hnlich
wie Noradrenalin (NA) Uber den Noradrenalintransporter (NAT) in die
Tumorzellen transportiert wird (1, 2). Eine weitere nuklearmedizinische
Methode, die sich noch nicht im klinischen Alltag der Diagnostik des
Neuroblastoms etabliert hat, jedoch sehr vielversprechend erscheint, ist die
Positronen-Emissions-Tomographie ~ (PET). Das  hierbei  verwendete
['8F]Fluordopamin (['®F]FDA) zeigt eine Aufnahme entsprechend dem Dopamin
(DA) (3). Die Inkorporation erfolgt hauptsachlich tGber den NAT und den
Dopamintransporter (DAT). Allerdings werden die genannten Substanzen auch
in extratumorales Gewebe, v.a. Uber organische Kationentransporter (OCT),
aufgenommen (4-7).

Bayer et al. zeigten in Zellkulturversuchen, dass das Glucocorticoid (GC)
Corticosteron den OCT hemmt und somit in Kombination mit ['23[]mIBG oder
6-['®F]JFDA genutzt werden kénnte, um die Aufnahme der radioaktiven Tracer in
die Tumorzellen zu verbessern (7). Von besonderer Bedeutung hierbei ist der
OCTS3, der im Vergleich zu OCT1 und OCT2 am starksten auf die inhibitorische
Wirkung von Corticosteron anspricht (8-11).

Da Corticosteron nicht im klinischen Alltag verwendet wird, ist es Ziel dieser
Arbeit herauszufinden, ob andere GC, welche zur therapeutischen Verwendung
zugelassen sind, eine ahnliche hemmende Wirkung auf die Aufnahme des
OCTS3 haben.

Aus diesem Grund wurden Versuchsreihen bezlglich der Aufnahme von
radioaktiv markierten Katecholaminen in neuronale als auch extraneuronale
Zellen unter Einfluss von verschiedenen GC durchgefiihrt. Hierzu wurden
Neuroblastomzelllinien und eine OCT3-exprimierende Zelllinie verwendet. Als
,Ersatzsubstrate® fiir ['?*[lmIBG bzw. 6-['®F]JFDA dienten Tritium markiertes NA



und DA ([3H]NA, [3H]DA). Als Glucocorticoide mit mdglicher inhibitorischer
Wirkung auf die Aufnahme der Katecholamine wurden Hydrocortison,
Prednisolon und Dexamethason getestet. Diese Substanzen finden eine breite
Verwendung im klinischen Alltag.

Wirde sich die Annahme bestatigen, dass die verwendeten GC &hnlich wie
Corticosteron eine  hemmende Wirkung auf die extraneuronalen
Transportsysteme haben, dann kénnte in der Diagnostik des Neuroblastoms
dieser Effekt genutzt werden, um den radioaktiven Uptake in Richtung des
tumorésen Gewebes zu verschieben. Es kdnnten sich weniger radioaktive
Substanzen tber den OCT im gesunden, kérpereigenen Gewebe anreichern
und die Detektion des Tumors kdnnte durch eine préazisere Bildgebung
verbessert werden.

Um einen Einblick in die Thematik dieser Arbeit zu erhalten, wird im Folgenden
kurz auf die theoretischen Grundlagen des Neuroblastoms, die

Transportsysteme der Katecholamine sowie die GC eingegangen.

1.2 Das Neuroblastom

1.2.1 Definition, Atiologie und Genetik

Das Neuroblastom ist der haufigste solide extrakranielle Tumor im Kindesalter,
wobei die Inzidenz mit dem Lebensalter sinkt und das Erkrankungsmaximum
vor dem ersten Lebensjahr liegt (12, 13). Der Tumor leitet sich von
pluripotenten Zellen der Neuralleiste ab und hat seinen Ursprung im
sympathischen Nervengewebe (14). Hierdurch besitzen die meisten
Neuroblastomzellen die F&higkeit sowohl NA zu synthetisieren, als auch den
entsprechenden NAT zu exprimieren (15).

Die Atiologie ist weitgehend unbekannt. In seltenen Fallen wurde ein familiar
gehauftes Auftreten beobachtet (16). Des Weiteren gibt es Hinweise auf
Assoziationen des Tumors mit anderen Erkrankungen, welche mit einer

globalen Stérung der Zellen aus der Neuralleiste einhergehen. Hierbei sind u.a.



die Neurofioromatose 1, die Aganglionose, das kongenitale zentrale
Hypoventilationssyndrom und das 45/X-Syndrom zu nennen (17-21).

Im Zusammenhang mit dem Tumor stehen komplexe genetische
Veranderungen. Bei einer GroBzahl der Tumorzellen kdnnen polyploide
Modifikationen im Karyogramm nachgewiesen werden (22). Weiterhin kommt
es in 25% der Félle zu einer Amplifikation des Protoonkogens N-Myc, was mit
einer schlechteren Prognose einhergeht (23, 24). Diese genetische Variation ist
immer mit einer Deletion des kurzen Arms auf Chromosom 1 (1p) oder einer
Verlangerung des langen Arms von Chromosom 17 (17q) assoziiert (25-28).

1.2.2 Pathologie und Tumorklassifikationen

Das Neuroblastom zahlt zu den peripheren neuroblastischen Tumoren (pNTs)
(29). PNTs verhalten sich heterogen, so dass es zu spontanen Regressionen
sowie zu plétzlichen aggressiven Progressionen kommen kann (15, 30). Fir
eine prognostische Auswertung wurde die ,International Neuroblastoma
Pathology Classification® entwickelt, welche u.a. neuroblastische Tumore,
gemessen am Anteil des Schwannzell-Stromas, klassifiziert (29). Die
Neuroblastome werden weiterhin in differenzierte, wenig differenzierte und
undifferenzierte  Subtypen unterteilt. Fir eine weltweite, einheitliche
Stadieneinteilung des Neuroblastoms wurde das ,International neuroblastoma
staging system®“ (INSS) entwickelt. Hierbei wird zwischen insgesamt 6
Tumorstadien unterschieden, welche abhangig von der Lokalisation, der
Metastasierung und der Resektabilitdt des Tumors sind (31, 32). Eine
Sonderstellung nimmt das Stadium IVS ein, welches nur im ersten Lebensjahr
beobachtet wird. Es geht mit Metastasen u.a. in der Haut, der Leber sowie des
Knochenmarks einher und hat trotz des fulminanten Verlaufs eine gute
Prognose (33-36). Da das INSS nur postoperative Aspekte berlcksichtigt,
etablierte sich im Jahr 2009, im Hinblick auf eine pratherapeutische
Risikostratifizierung, das ,International Neuroblastoma Risk  Group
Classification System® (INRG) und das ,International Neuroblastoma Risk
Group Staging System* (INRGSS) (37-39). Der Unterschied besteht u.a. in der



Berlcksichtigung bildgebender Diagnostik vor einem chirurgischen Eingriff.

1.2.3 Diagnostik

Da der GroBteil der Neuroblastome Katecholamine synthetisiert, kann der Anteil
an Katecholaminmetaboliten im Urin wegweisend flr die Diagnose des Tumors
sein und auch als Screeningmethode eingesetzt werden. Bestimmt werden
Homovanillinsdure (HVA), Vanillinmandelsgure (VMA) und DA (40-42).
Allerdings kommt es durch das Screening nicht zur Reduktion der
Gesamtmortalitdt, weshalb die Methode zur Friherkennung fragwdirdig ist und
nicht mehr angewendet wird (43). Hingegen sind bei Verdacht auf ein
Neuroblastom u.a. der Quotient aus VMA/HVA sowie eine Erhéhung des
Serumferritins und der neuronenspezifischen Enolase (NSE) eine Hilfestellung
bei der prognostischen Einschatzung der Erkrankung (31, 44, 45).

Zur Darstellung von Neurobastomen wird die Ultraschalldiagnostik, die
Computertomographie (CT) und die Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT)
genutzt (46-49). Der definitive Nachweis des Tumors sollte allerdings durch
eine histologische Sicherung erfolgen (50, 51).

Weiterhin wird routinemaBig die Szintigraphie mit [*'IlmIBG und ['*IjmIBG
eingesetzt (1, 52, 53). Da dieses Diagnoseverfahren bedeutend far die
vorliegende Arbeit ist, wird im Folgenden nochmals gesondert hierauf

eingegangen.

1.2.3.1 MIBG-Szintigraphie

Mit der mIBG-Szintigraphie kénnen Primartumore und sekundare
Neuroblastomherde mit einer Spezifitdt von nahezu 100% und einer Sensitivitat
von ca. 90 % dargestellt werden (5, 52, 54-56). Diese nuklearmedizinische
Untersuchung dient als Standardverfahren zur Detektion und dem
anschlieBenden Staging von Tumoren des neuroektodermalen Systems
(Neuroblastom, Phdochromozytom, Paragangliom) (1, 57-59).



MIBG wird hierbei mit den lod-Isotopen "3 oder ['**!| markiert. '*!| hat sich
ohne einen Anteil an B-Strahlung und mit einer kiirzeren Halbwertszeit (HWZ) in
der Diagnostik durchgesetzt (60). Hingegen wird !'®"| therapeutisch v.a. bei
nicht operablen und bereits metastasierten Neuroblastomen genutzt (61-63).
Strukturell zeigt mIBG gewisse Ahnlichkeiten zu NA, weshalb eine Aufnahme
ebenfalls aktiv Gber den NAT erfolgt.

gH NH
HO

I )L
N~ “NH,
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Noradrenalin mIBG

Allerdings kommt es durch eine Inkorporation Uber den OCT auch zur
Anreicherung von mIBG in nicht-tumoralen, gesunden Kdérperzellen der Lunge,
der Leber, des Darms, des Myokards und der Harnblase (5-7). Hierdurch
werden die diagnostischen Bedingungen deutlich erschwert.

Die Radionuklide sammeln sich in 90%-95% der Falle im Prim&rtumor,
Knochen, Knochenmark und Lymphknoten an, wobei die Darstellung von
Metastasen im ZNS geringer ist (64, 65). Sie zerfallen zu einem stabileren
Nuklid und geben Energie frei, welche dann als radioaktive Strahlung detektiert
werden kann. Zur Aufzeichnung werden Kameras zum planaren Scannen sowie
die SPECT (engl.: single photon emission computed tomography) genutzt.
Letztere Methode ermdéglicht eine bessere Ortsaufldésung, so dass Lé&sionen
sensitiver detektiert werden kénnen (66). 40-55% des verabreichten mIBG wird
innerhalb von 24h nach Applikation tGber den Urin ausgeschieden (67).

In Zukunft kénnten weitere Tragersubstanzen wie 2-['®F]-Fluordesoxyglukose
(2-['®FIFDG) oder 6-['®F]JFDA mittels PET eingesetzt werden, wobei die
Aufnahme von 2-['®F]FDG Uber den Glucosetransporter erfolgt und nicht
Neuroblastom-spezifisch ist. Allerdings liegen bisher wenige klinische Daten
bezlglich der Nutzung dieser Radiopharmaka zur Diagnostik des
Neuroblastoms vor (68-71). In der Vergangenheit spielte 6-FDA u.a. in der

Detektion von neuroendokrinen Neoplasien wie dem Ph&ochromozytom eine


https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:Noradrenalin_-_Noradrenaline.svg

Rolle (72, 73). Die Substanz ist DA strukturell ahnlich, sodass die Aufnahme
von 6-FDA hauptsachlich Gber den NAT und den DAT erfolgt (3, 8, 74, 75).
Allerdings wurde ahnlich dem mIBG eine Inkorporation von DA in die
OCT-exprimierenden Korperzellen registriert (8, 76). Weiterhin wies Bayer eine
kompetitve = Hemmung der  [*H]DA-Aufnahme  durch  6-FDA in
OCTS3-exprimierende Zellen nach. Somit konnte indirekt eine Aufnahme von

6-FDA Uber die extraneuronalen Transporter nachgewiesen werden (8).

1.2.4 Symptome, Therapie und Prognose

Das Neuroblastom manifestiert sich am haufigsten im Abdomen, hier v.a. im
Nebennierenmark (NNM), und zeigt ein invasives Wachstum (49). Weiterhin
finden sich die Primartumore zervikal, thorakal und abdominal entlang des
Grenzstrangs (77). Generell ist das Erscheinungsbild der Erkrankung sehr
variabel. Patienten im lokalisierten Stadium sind oft asymptomatisch. Neben
unspezifischen Allgemeinsymptomen kdnnen auch Beschwerden aufireten die
durch Metastasen bzw. den Primartumor hervorgerufen werden. Metastasen
treten v.a. in Leber, Knochen, Knochenmark und Lymphknoten auf (49, 77).
Durch lokale Verdrangung kann es zur Beeintrachtigung von Organen kommen.
So ist das Stadium IVs durch eine massive Infiltration der Leber gekennzeichnet
(78, 79). Bei einer zervikalen Tumorausbreitung kommt es z.T. zum Auftreten
eines Horner-Syndroms (80, 81). In Zusammenhang mit dem Tumor stehen
auch paraneoplastische Syndrome wie das Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom
oder eine UbermafBige Ausschittung von VIP (vasoactive intestinal peptide),
welche zu schwerer Diarrhoe fihren kann (82-84).

Die Therapie des Neuroblastoms sollte mdglichst stratifiziert ausgerichtet sein
und beinhaltet multimodale Behandlungsansatze. Diese Risikostratifizierung,
entwickelt nach der ,Children’s Oncology Group®, ist u.a. abhangig von
Faktoren wie Alter, INSS-Stadium, Histopathologie, DNA-Index und
N-Myc-Amplifikation (85-87). Da es z.T. auch zu spontanen Regressionen
kommt, wird oftmals eine alleinige, engmaschige Beobachtung empfohlen.
Weiterhin reicht die Therapie von einer chirurgischen Entfernung bis hin zur



Strahlen- oder Chemotherapie sowie der autologen Stammzelltransplantation
(88-93) . Die Patienten werden unter Bericksichtigung der genannten Faktoren
drei unterschiedlichen Risikogruppen zugeteilt. Hierzu zahlen eine
Niedrigrisikogruppe, eine Gruppe mit mittlerem Risiko und eine
Hochrisikogruppe (94).

Die prognostische Einschatzung des Neuroblastoms muss individuell
abgeschatzt werden. Die Einbeziehung einer groBen Anzahl von
Prognosefaktoren, zu denen Klinische, histologische, laborchemische und
molekulargenetische Parameter gehdoren, ist hierbei von Bedeutung (95). Zu
den wichtigsten Prognosefaktoren zahlen u.a. das Alter, die Resektabilitat, die
Lokalisation, das INSS-Stadium, das Vorhandensein einer N-Myc-Amplifikation
bzw. 1p-Deletion sowie eine Erhéhung des Ferritins, der LDH und der NSE (31,
44,45, 96).

1.2.5 Besonderheiten der Neuroblastomzellen

Zuletzt wird auf die Besonderheiten der Neuroblastomzellen eingegangen, da
dies von Bedeutung fur die Interpretation der Ergebnisse ist.

Neuroblastomzellen scheinen aus arretierten Progenitorzellen der Neuralleiste
hervorzugehen. Sie besitzen wie ihre Vorlauferzellen die Eigenschaft einer
groBen Plastizitat sowie der Moglichkeit zur Transdifferenzierung (97). Es gibt
verschiedene Phanotypen von Neuroblastomzellen. Hierzu geh6ren der
neuroblastische N-Typ, der Substrat-adhdrente S-Typ und der |-Typ, welcher
eine intermedidre Stellung zwischen den beiden genannten Zelltypen einnimmt
(98, 99). Der vorwiegende Teil der Tumore besteht aus den neuronalen
N-Typ-Zellen und zeigt eine Expression des NAT sowie eine
Katcholaminsynthese (40). Im Gegensatz zu S-Typ-Zellen zeichnen sich
N-Typ-Zellen durch ein hohes Tumorwachstum aus (97, 100). Lediglich 5-12%
der Neuroblastome werden aus S-Typ-Zellen gebildet und zeigen diese
Eigenschaften nicht. Allerdings kdnnen die Zelltypen ineinander tbergehen, so
dass die Differenzierung bidirektional und reversibel ist (97).



1.3 Der Noradrenalintransporter (NAT) und die nicht neuronalen

Monoamintransporter (Organische Kationentransporter, OCT)

1.3.1 Der Noradrenalintransporter (NAT)

Der NAT bildet gemeinsam mit dem DAT wund dem 5-HTT
(Serotonin-Transporter) das sogenannte Uptake1-System und zahlt zur Gruppe
der ,Solute Carrier Transporter” (SLC) (101-103). Er wird in sympathischen
Neuronen exprimiert, wo er zum GroBteil in den prasynaptischen Membranen
sowie intrazellular in den Membranen der Speichervesikel lokalisiert ist (104).
Der ATP-abhangige Transporter transportiert nicht nur NA, sondern auch DA
(105, 106). In der Literatur wird eine hohere Affinitat des NAT gegentber DA
beschrieben (106). Des Weiteren kénnen Benzylguanindine, wie das in der
Neuroblastomdiagnostik verwendete mIBG und Dopaminanaloga wie 6-FDA,
durch den NAT inkorporiert werden. Der Genabschnitt fir den Transporter ist
auf Chromosom 16 lokalisiert (107). Der NAT verfligt Gber 12 bis 13
hydrophobe Transmembrandoméanen und setzt sich aus 617 Aminosauren
zusammen (108). Weiterhin handelt es sich um einen Na*-/Cl-abhangigen
Transporter (109, 110). Mit der Strukturaufklarung konnten verschiedene
Pharmaka entwickelt werden, welche sowohl therapeutisch genutzt, aber auch
als ,Drogen” missbraucht werden. Als Hemmestoffe lassen sich an dieser Stelle
Kokain und Amphetamine nennen (111). Es sind allerdings auch spezifische
Inhibitoren wie Nisoxetin, Desipramin und andere trizyklische Antidepressiva
bekannt (112).

1.3.2 Die nicht neuronalen Monoamintransporter (Organische
Kationentransporter, OCT)

Die extraneuronalen Monoamintransporter, die auch als organische
Kationentransporter (OCT) bezeichnet werden, zahlen ebenfalls zu der
SLC-Familie, sind genetisch auf Chromosom 6 lokalisiert und &hneln sich



strukturell (113-115). Die OCT gehdren zu dem sogenannten Uptake2-System
und kénnen ahnlich wie der NAT und der DAT Katecholamine transportieren.
Sie umfassen den OCT1, den OCT2 und den OCT3. In dieser Arbeit wurde das
Verhalten des OCT3, welcher auf HEK293-Zellen exprimiert wird, untersucht.
Dieser Transporter weist die hoéchste Transporteffizienz gegeniber
Katecholaminen auf, wahrend der OCT1 und der OCT2 hierbei eine eher
untergeordnete Rolle spielen (116-119). Die verschiedenen Transporter
bevorzugen Katecholamine in unterschiedlicher Weise. Der OCT3 ist der
einzige Transporter dieser Gruppe der eine starkere Affinitdt zu NA als zu DA
aufweist (9). Neben den Katechoaminen kbénnen die extraneuronalen
Monoamintransporter noch weitere Substrate inkorporieren. Allerdings ist das
Aufnahmespektrum der Transporter verschieden (117). Die Verteilung der
Transporter im Organismus ist unterschiedlich und sie werden im Vergleich zum
Uptake1-System durch andere Inhibitoren beeinflusst. Gegenlber dem OCT1
und dem OCT2 wird der OCT3 am stérksten durch den Inhibitor Corticosteron
beeinflusst. Somit ist der OCT3 von besonderer Bedeutung fir die
Fragestellung der vorliegenden Arbeit (8-11).

Tab. 1: Eigenschaften des NAT und des OCT3 im Vergleich (modifizierte Tabelle nach
Bayer und Sauer (8, 76))

Transporter | Substratspezifitat Verteilung im Inhibitoren
Organismus
NAT DA > NA > Adrenalin | Leber Desipramin
NNM Kokain
Plazenta Nisoxetin
sympath. Gewebe trizyklische
Antidepressiva
OCT3 Adrenalin >> NA > | Darm Corticosteron
DA GefaBe Isocyanine
Herz O-methylisoprenaline
Leber
Lunge
Niere
Plazenta
Retina
ZNS




1.4 Glucocorticoide

1.4.1 Wirkung und Regulation im menschlichen Organismus

Die Entdeckung der Hormone der Nebennierenrinde (NNR), zu welchen auch
die GC gehéren, gelang zwischen 1936 und 1953 unabhangig voneinander
durch Kendall, Wintersteiner und Reichstein (120).

GC zéhlen zu den Corticosteroiden und werden hauptséchlich in der Zona
fasciculata der NNR synthetisiert. Die Ausgangssubstanz stellt das Cholesterol
dar, aus welchem alle Steroidhormone aufgebaut werden (121, 122). Das
GrundgerUst besteht aus drei hexagonalen sowie einem pentagonalen
Kohlenstoffring. Endogene GC, zu welchen Hydrocortison (95%) sowie
Corticosteron (5%) gehdéren, modulieren die Expression von 10% der
menschlichen Gene (123). Es sind essentielle Stoffe des menschlichen
Koérpers, die u.a. wichtig fir die Homdostase sind und als Reaktion auf
physischen und psychischen Stress ausgeschittet werden (124, 125). So
beeinflussen GC zahlreiche Koérperfunktionen (123). Sie haben eine katabole
Wirkung auf den Energiestoffwechsel, sind proapoptotisch und regulieren den
Wasser- und Elektrolythaushalt, das Immunsystem, das Zellwachstum sowie
die Knochendichte. AuBerdem modellieren sie zentrale Funktionen wie das
Essverhalten, die Korpertemperatur, die Schmerzwahrnehmung und das
Verhalten des Menschen (126-132). GC werden u.a. bei Erkrankungen
neurologischer und rheumatologischer Art eingesetzt. Weiterhin finden sie ihre
Verwendung in der Therapie des Asthmas und akuten Notféllen wie dem Status
asthmaticus und dem anaphylaktischen Schock (133-137). Hier spielt v.a. ihre
immunsuppressive und entziindungshemmende Wirkung eine besondere Rolle
(138, 139).

Auf molekularer Ebene erhéhen sie die Transkription von Genen, welche flr
antiinflammatorische Proteine codieren (140). Ist das GC-Level im Kérper Uber
langere Zeit erhdht, kommt es zu unerwiinschten Effekten (141). Diese kbnnen
entweder durch eine Hypersekretion bzw. durch eine erhéhte externe Zufuhr
hervorgerufen werden. Die Nebenwirkungen (NW) sind vielfaltig, weshalb unter

10



medikamentOdser Therapie eine adaquate Dosierung von Bedeutung ist. Es
kénnen beispielsweise Komplikationen wie Osteoporose, die Entwicklung eines
Diabetes mellitus oder psychiatrische Auffalligkeiten auftreten (134, 142-147).
Des Weiteren erhéhen GC den Blutdruck indirekt durch eine Steigerung der
Sensitivitat des Gewebes gegenlber Katecholaminen und durch ihre
mineralcorticoide Wirkung (148-150). Beim Hypercortisolismus
(Cushing-Syndrom) kommt es zum typischen Erscheinungsbild mit
,Stiernacken®, ,Vollmondgesicht®, Striae rubrae und Stammfettsucht (151, 152).
Die beschriebenen Pathologien stellen nur einen kleinen Teil der mdglichen
Auswirkungen eines erhéhten GC-Spiegels dar. Umgekehrt kommt es bei einer
Hyposekretion der GC  wie beispielsweise bei der primaren
Nebenniereninsuffizienz (M. Addison) u.a. zu Hypotonie, Gewichtsverlust,
Hyperpigmentation, abdominellen Beschwerden, Elektrolytentgleisungen,
hypoglykdmischen Stoffwechsellagen und Schwache (153, 154).

Die Biosynthese der GC wird durch die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse reguliert. Das Corticotropin-releasing Hormon (CRH)
bildet hierbei den Ausgangspunkt der Stimulation. CRH wird in einem
zirkadianen Rhythmus ausgeschuittet und nimmt eine zentrale Rolle bei der
Reaktion des Koérpers auf Stress ein (155-157). Das Hormon aus dem
Hypothalamus flohrt gemeinsam mit Arginin-Vasopressin  (AVP) zur
Ausschuttung von Adrenocorticotropin (ACTH) aus dem
Hypophysenvorderlappen  (158). ACTH wird aus der Vorstufe
Proopiomelanocortin (POMC) gebildet und stimuliert wiederum die Freisetzung
von Cortisol/Corticosteron aus der Nebennierenrinde (159, 160). Diese
Kaskade wird letztendlich Uber einen negativen Feedbackmechanismus
gesteuert (123, 161).

1.4.2 Synthetische Glucocorticoide
GC entfalten ihre Wirkung hauptsachlich Gdber die Bindung an

Glucocorticoidrezeptoren ~ (GR).  Daneben  wirken sie auch an
Mineralocorticoidrezeptoren (MR). Durch eine mineralcorticoide Wirkung kommt
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es zu einer gesteigerten Natriumretention und Kaliumausscheidung. Hierdurch
kénnen ebenfalls unerwlinschte NW entstehen (metabolische Alkalose,
Hypertonie/ Odembildung durch Wasserretention, Hypokaliamie) (162, 163).
Von Bedeutung ist somit u.a. die unterschiedliche glucocorticoide bzw.
mineralcorticoide Potenz der verschiedenen GC. Die Forschung hat sich in der
Vergangenheit intensiv mit der Frage beschaftigt, wie NW reduziert werden
kénnen, ohne dass sich die erwinschte, antiinflammatorische Wirkung der GC
verringert. NW entstehen haufig aufgrund von hohen GC-Dosen. Deshalb
wurden GC synthetisch hergestellt, welche eine hohe glucocorticoide Potenz
aufweisen, somit in geringeren Dosen appliziert werden kénnen und trotzdem
eine ahnliche klinische Effizienz zeigen (164, 165).

Die am haufigsten klinisch genutzten, synthetischen GC sind Prednisolon und
Dexamethason. Insgesamt z&hlen sie wie auch Hydrocortison zu den GC mit
schwacher Potenz (166). Dennoch unterscheiden sich die GC innerhalb dieser
Gruppe in ihren Eigenschaften. Prednisolon hat beispielsweise im Vergleich zu
Hydrocortison eine Doppelbindung im Ring A des Steroidgerists mehr (2.1.5).
Dieser Strukturunterschied fihrt zu einer starkeren glucocorticoiden und einer
schwacheren mineralcorticoiden Wirkung. Das endogene Hydrocortison weist
demnach eine nur schwache glucocorticoide Potenz auf, besitzt allerdings
gegenuber Dexamethason und Prednisolon die starkste mineralcorticoide
Wirkung (162, 167, 168). Dexamethason hingegen besitzt keine
mineralcorticoide, daflir eine starkere glucocorticoide Wirkung (169).

Weiterhin unterscheiden sich GC auch in ihrer Wirkdauer bzw. dem
Wirkungsbeginn (170). Hydrocortison und Prednisolon haben im Gegensatz zu
Dexamethason eine kurze HWZ (171, 172). Durch eine unterschiedliche
Pharmakokinetik und -dynamik differiert auch die Behandlungseffizienz von
Erkrankungen. Im Vergleich zu Prednisolon zeigt Dexamethason beispielsweise
eine hOhere Zytotoxizitdt und Wirksamkeit in der Therapie der akuten
lymphatischen Leukéamie (ALL) (173, 174).
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Tab. 2: Glucocorticoide/ mineralcorticoide Potenz und biologische HWZ verschiedener
Corticosteroide

Potenz Hydrocortison | Prednisolon Dexamethason
(=Cortisol)

Relative glucocorticoide
Potenz = > >>
(Hydrocortison = 1)

Relative
mineralcorticoide Potenz = < <<
(Hydrocortison = 1)

Biologische HWZ sehr kurz kurz lang

1.4.3 Glucocorticoidrezeptoren

GC sind im menschlichen Organismus u.a. an der Regulation von
Wachstums-/Verhaltens- und Stoffwechselprozessen sowie der Apoptose
beteiligt. Die Steuerung diese Effekte wird gréBtenteils Uber Interaktionen mit
dem Glucocorticoidrezeptor (GR) gesteuert. Die Vielfalt der Prozesse, welche
durch GC ausgelést werden, wird durch eine groBe Variation der GR
ermoglicht. Durch alternatives RNA-SpleiBen und posttranslationale
Modifikationen entstehen viele verschiedene Isoformen des Rezeptors (175).
GR sind ubiquitéar im Organismus lokalisiert. Heute wird zwischen zwei
verschiedenen Rezeptortypen unterschieden: einem zytoplasmatischen und
einem membranstandigen GR (176, 177). Prinzipiell gibt es drei verschiedene
Wirkmechanismen.

1. Einen genomischen Mechanismus, welcher intrazellular GUber den
zytoplasmatischen Rezeptor die Transkription GC-abhangiger Gene beeinflusst.
Diese Wirkung tritt meist erst nach Stunden ein (178).

2. Einem nicht-genomischen Mechanismus, welcher {ber verschiedene
second-messenger-Systeme zu einer raschen Wirkung der GC innerhalb von
Minuten fuhrt. Diese Signaltransduktion wird mit dem membranstandigen GR in
Verbindung gebracht (179, 180).
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3. Einem unspezifischen Mechanismus, der durch eine physiko-chemische
Wirkung der GC gekennzeichnet ist und dessen Effekt nach Sekunden eintritt
(181).

Der GR wird interessanterweise auch in Neuroblastomzellen nachgewiesen (97,
182, 183). In der Literatur wird beschrieben, dass der Rezeptor, welcher
intrazellular in den Neuroblastomzellen lokalisiert ist, mit hoher Affinitat und
Kapazitat Dexamethason bindet. In Versuchen, in welchen SK-N-SH-Zellen mit
Dexamethason behandelt wurden, zeigte sich ein inhibitorischer Effekt auf die
Chemotaxis der Zellen. Dieser wurde durch Modifikationen im Zytoskelett
hervorgerufen. Durch die Zugabe des GR-Antagonisten RU486 wurde diese
Wirkung vollstandig aufgehoben (182). Weiterhin beschrieb Ross et al. ein
signifikantes Ansteigen der Produktion von N-Myc-mRNA nach Behandlung von
N-Typ Neuroblastomzellen mit Dexamethason. Vermutet wurde hierbei eine
direkte Aktivierung des N-Myc-Promotors durch den GR. Der Effekt konnte
ebenfalls durch die Zugabe von RU486 blockiert werden (183). Des Weiteren
wurde eine Steigerung der mRNA und der Proteine des NAT nach langerer
Exposition von Neuroblastomzellen mit GC nachgewiesen. Hierbei wurde
ebenfalls ein durch den GR vermittelter Effekt angenommen (184, 185).

1.5 Fragestellung der Arbeit

Nach einem Einblick in die Thematik, werden nun nochmals die
Fragestellungen dieser Arbeit formuliert.
1. Besitzen klinisch relevante GC genau wie Corticosteron eine hemmende
Wirkung auf den OCT3?
2. Welche der eingesetzten GC eignen sich als beste Inhibitoren?
3. Wie wirken sich diese GC auf die Katecholaminaufnahme in die
NAT-exprimierenden Neuroblastomzelllinien aus?
4. Welche Bedeutung kénnte eine Hemmung der OCT3-Zellen durch die
GC fur die Diagnostik und Therapie des Neuroblastoms haben?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Messapparaturen/ Gerate

Messapparatur/ Gerat:

Firma:

Brutschrank (Hera cell/ CO2 Auto Zero)

Heraeus

B-Counter

Canberra-Package

Dispender (5 ml)

Brand

Mikroskop (Cx 40) Olympus
Milli-Q Millipore
Neubauer Zahlkammer Assistant
Phasenkontrastmikroskop Will
Repipettierhilfe Eppendorf
Sterile Werkbank Heraeus
Vortex Heidolph
Waage Sartorius
Wasserbad Koéttermann, Memmert
Zentrifuge

- Rotixa 50 Rs - Hettich

- Varifuge 3.2 Rs - Hereaus
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material: Firma:
Combitips (0,5 ml/ 12,5 ml/ 50 ml) Eppendorf
Eppendorfcups (2 ml) Eppendorf
Einmalspritzen (2 ml/ 5 ml/ 20ml) Braun

Gewebezellkulturflaschen 750 ml

Costar, Greiner

Glaspipetten (1 ml/ 2 ml/ 5 ml/ 10 ml/ 25 ml) |Costar
Kryorohrchen 2 mi Greiner
Pasteurpipetten 230 mm wu

Pipettenspitzen 200 pl/ 1000 pl

Eppendorf, Sarsted

Sterilfilter NML (0,2 ym PorengrofRe)

Sartorius

Szintillationsflaschchen 20mil

PerkinElmer

Zentrifugenrohrchen 15 ml/ 50 mi

Greiner, Falcon

Sonstige Materialien: Waage, Handschuhe,
Zentrifugenstander, Spatel, Zeituhr, Zahluhr

2.1.3 Zellkulturmedien

Kulturmedium: Firma:
RPMI 1640 Medium 500ml (w 2.0 g/I | Biochrom
NaHCOs, w/o L-Glutamin)

D-MEM Medium 500ml (+1000 mg/I GIBCO
Glucose, L-Glutamin, Pyruvat)
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2.1.4 Chemikalien

Substanz: Firma:
Ascorbinsaure Sigma
Dexamethason ,klinische Substanz® | Merck
Dexamethason ,Reinsubstanz® Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
Dopamin (DA) Sigma
Ecolume ICN
Fotales Kalberserum (FKS) Biochrom
D(+)-Glucose Sigma
L-Glutamin Biochrom
Hydrocortison ,klinische Substanz* Merck
Hydrocortison ,Reinsubstanz® Sigma
Noradrenalin (NA) Sigma
Penicillin/ Streptomycin (P/S) Biochrom
Phosphate Buffered Salt Solution Gibco
(mit Ca®* /Mg?* (PBS**); ohne

Ca®/Mg?* (PBS))

Prednisolon ,klinische Substanz* Merck
TritonX-100 Sigma
Trypanblau Sigma
Trypsin/ EDTA Biochrom
7,8-[*H] Dopamin Amersham
(in 250pl: 250uCi; 6,1x10° Mole

[3BH]DA; spez. Aktivitat: 41 Ci/mmol

(=1520 GBg/mmol))

7,8-[°*H] Noradrenalin Amersham

(in 250pl: 250uCi; 2,1x10® Mole
[BH]NA; spez. Aktivitat: 12 Ci/mmol
(=444 GBg/mmol))
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2.1.5 Chemische Struktur der Katecholamine und Glucocorticoide

Katecholamine

Dopamin (DA) HO
IUPAC: 4-(2-Aminoethyl)-benzene-1,2-diol
Summenformel: CgH{:NO- HO NH,

Molekulargewicht: 153,18 g/mol
Bemerkungen:
- Synthese aus Tyrosin/DOPA
- Vorstufe in der Biosynthese von NA und Adrenalin

- Wirkung als Neurotransmitter im ZNS und im vegetativen Nervensystem

Noradrenalin (NA) OH
IUPAC: 4-(2-Amino-1-hydroxyethyl)-benzene-1,2-diol ~ HOQO
Summenformel: CgH11NO3

Molekulargewicht: 169,18 g/mol HO

Bemerkung:

NH-

- Synthese aus Dopamin

- Wirkung als Hormon an Adrenorezeptoren -> Vasokonstriktion/
Steigerung des Blutdrucks

- Wirkung als Neurotransmitter im ZNS und im sympathischen

Nervensystem

Glucocorticoide (GC)

Hydrocortison
IUPAC: 11B6,17a,21-Trihydroxy-4-pregnen-3,20-dion
Summenformel: C21H3005

Molekulargewicht: 362,45 g/mol
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Bemerkungen:
- Synthese in der NNR
- glucocorticoide Wirkung ~ mineralcorticoide Wirkung
- wichtigster Vertreter der menschlichen, endogenen GC
- sehr kurze HWZ

Prednisolon
IUPAC: 11B8,17a,21-trihydroxy-1,4-pregnadien-3,20-dion
Summenformel: Cz1H2505

Molekulargewicht: 360,44 g/ mol

Bemerkungen:
- synthetisches GC

- mineralcorticoide Restwirkung
- kurze HWZ

Dexamethason
IUPAC: 9a-Fluor-11B,17a,21-trihydroxy-16a-methyl-1,4-pregnadien-3,20-dion
Summenformel: CzoH29FOs
Molekulargewicht: 392,47 g/ mol
Bemerkungen:

- synthetisches GC

- keine mineralcorticoide Wirkung
- stérkere glucocorticoide Wirkung als Hydrocortison/ Prednisolon
- lange HWZ

2.1.6 Zelllinien

Far die Messreinen wurden SK-N-SH-/Kelly- und IMR-32-Zellen als
Neuroblastomzelllinien verwendet. Der Grund hierfirr liegt in der Heterogenitat
des Tumors. Die Zelllinien exprimieren in unterschiedlicher Weise den NAT.
SK-N-SH-Zellen besitzen die héchste Anzahl des Transporters, gefolgt von der
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Kelly- und zuletzt der IMR-32-Zelllinie (NAT-Expression: SK-N-SH > Kelly >
IMR-32). Weiterhin kann davon ausgegangen werden, dass sich die Zellen
eines Tumors je nach Ursprung auf Stammzellebene unterschiedlich
entwickeln. Deshalb ist es sinnvoll Zellvariationen zu berlcksichtigen, um ein
reprasentatives Ergebnis zu erhalten.

SK-N-SH-Zellen
Biologische Quelle:

neural (Knochenmarksmetastasen des Menschen)

Eigenschaften:

Adharentes Wachstum; epitheliale Morphologie; NAT (+++); DAT (+)
Kulturmedium:

RPMI 1640 Medium; 2mM Glutamin; 10% fétales Kalberserum (FKS); Penicillin
100 IU/ml; Streptomycin 100 IU/ml

Beschreibung:

Die SK-N-SH-Zelllinie wurde von einer Knochenmarksmetastase eines 4 Jahre
alten kaukasischen Madchen isoliert, welches an einem Neuroblastom erkrankt
war und wird seither far die Erforschung des Tumors genutzt (186). Die
Neuroblastomzellen exprimieren auf der Zelloberflache in groBBer Anzahl den
NAT, wobei eine Expression des DAT nicht ganzlich ausgeschlossen werden
kann. Hierlber existieren unterschiedliche Ergebnisse. Bayer berichtete in lhrer
Dissertation von fluoreszenzmikroskopischen Signalen, welche nach
Suppressionsversuchen mit Zytostatika auf SK-N-SH-Zellen detektiert wurden

(unverdffentlichte Ergebnisse von D. Ballweg, (8)).

Kelly-Zellen
Biologische Quelle:

menschliches Gehirn
Eigenschaften:
Adharentes Wachstum; epitheliale Morphologie; NAT (+ — ++)
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Kulturmedium:

RPMI 1640 Medium; 2mM Glutamin; 10% fétales Kalberserum (FKS); Penicillin
100 IU/ml; Streptomycin 100 IU/ml

Beschreibung:

Kelly-Zellen sind hauptséachlich neuroblastisch. In den Neuroblastomzellen kann
eine  DOPA-, DA- und NA-Produktion nachgewiesen werden. An
Transportsystemen konnte bisher eine geringe Expression des NAT aufgezeigt
werden. Quantitativ wird im Vergleich zu den beschriebenen SK-N-SH-Zellen
nur 1/5 der NAT-Produktion erreicht (187). Durch eine hohe
N-Myc-Amplifikation sind sie ein reprasentatives Modell flr einen rasch
fortschreitenden Tumor (188, 189).

IMR-32-Zellen

Biologische Quelle:

Metastasiertes Gewebe im menschlichen Abdomen, Gehirn

Eigenschaften:

Adharentes Wachstum; Neuroblast/Fibroblast; NAT (+)

Kulturmedium:

RPMI 1640 Medium; 2mM Glutamin; 10% f6tales Kalberserum (FKS); Penicillin
100 IU/ml; Streptomycin 100 [U/ml

Beschreibung:

Die IMR-32-Zelllinie ist abdomineller Herkunft und wurde aus einem, an einem
Neuroblastom erkrankten, 13 Monate alten kaukasischen Jungen isoliert. Die
Kultur ist eine Mischung aus zwei eigenstandigen morphologischen Zelltypen.
Zum einen kleine neuroblastenahnliche Zellen und zum anderen grof3e hyaline
Fibroblasten. Die Zelllinie gehort ebenfalls zu den
Katecholamin-produzierenden Neuroblastomzelllinien und weist eine Synthese
von DA, NA sowie von Serotonin auf (190). Die NAT-Expression ist im
Vergleich zu den Kelly- und v.a. den SK-N-SH-Zellen deutlich geringer.
IMR-32-Zellen sind teilweise resistent gegen Typ 3 Polioviren und hochresistent
gegen ECHO-2-Viren. Weiterhin sind sie fir Coxsackie B3 Viren empfanglich
(191).
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OCT3-exprimierende HEK293-Zellen
Biologische Quelle:

monoklonale, embryonale Nierenzellen (human); HEK = Human Embryonic
Kidney

Eigenschaften:

adharentes Wachstum, leicht vom Kulturflaschenboden I6sbar; OCT3 (+++)
Kulturmedium:

D-MEM Medium; 10% fétales Kalberserum (FKS); Penicillin 100 [U/ml;
Streptomycin 100 1U/ml

Beschreibung:

Die OCTS3-exprimierende HEK293-Zelllinie exprimiert ausschlieBlich den
extraneuronalen Monoamintransporter (=OCT3). Um eine Zelllinie herzustellen,
welche nur den OCT3 tragt, wurde die DNA des Transporters aus der
Caki-1-Zelllinie isoliert und auf die HEK293-Zelllinie Ubertragen. Hierdurch
reprasentiert diese Zelllinie besonders gut die Eigenschaften des Transporters,
da eintretende Effekte direkt auf den OCT3 zurlickgeflihrt werden kdnnen

(keine Beeinflussung durch andere Transportsysteme) (9).

2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit Zellkulturen

FlOr das Arbeiten mit Zellkulturen gilt die konsequente Beachtung von Hygiene,
da Zellen auBert anfallig fur einen Befall mit Pilzen und Bakterien sind. Da die
Kulturflaschen innerhalb des Schrankes fiir einen besseren Gasaustausch
bellftet werden, sind sie den in der Luft vorkommenden Keimen ausgesetzt.
Um das Kontaminationsrisiko zu senken, muss unter der Sterilbank gearbeitet
werden. Diese wird nach Benutzung mit destilliertem Wasser und 70%igen
Ethanol gereinigt. Weiterhin muss auf den Gebrauch von Einmalhandschuhen
und sterilen Materialien geachtet werden.
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2.2.1.1 Auftauen von Zellen

Zur Kultivierung werden die in flissigem Stickstoff eingefrorenen Zellen in der
Hand aufgetaut. Die Zellsuspension im Kryotube sollte gerade fllssig sein und
dann in ein mit 10 ml Kulturmedium befllltes Zentrifugenréhrchen gegeben
werden, da das im Einfriermedium befindliche Dimethylsulfoxid (DMSO) im
aufgetauten Zustand zytotoxisch wirkt. AnschlieBend werden die Zellen
zentrifugiert, um danach die DMSO-haltige FlUssigkeit vom Zellpellet zu
trennen. Hiernach erfolgt die Resuspension der Zellen mit frischem
Kulturmedium. Diese kdénnen nun gleichmaBig auf eine oder mehrere

Kulturflaschen verteilt werden.

2.2.1.2 Kultivierung von Zellen

Zur Kultivierung wird jede Kulturflasche (750ml) mit Kulturmedium auf ein
Volumen von 32-37ml aufgefullt und in einem Brutschrank aufbewahrt.
Optimale Wachstumsbedingungen werden bei 37°C und 5% CO, erreicht. Die
Zellen sollten nach dem Einsaen fir mindestens 24h im Schrank gelagert
werden, damit sie am Boden der Kulturflasche adharieren. Anschlie3end wird in
regelmaBigen Abstanden kontrolliert, ob der Flaschenboden schon komplett mit
Zellen besiedelt ist bzw. ob ein Farbumschlag des Mediums stattgefunden hat.
Mit der Zeit wird Glucose zu Lactat umgesetzt, was mit einem Absinken des
pH-Wertes verbunden ist. Hierdurch verfarbt sich das Medium durch den darin
enthaltenen pH-Indikator Phenolrot von Rot (pH 7,4) zu Orange/Gelb (pH
6,5-7). Dies ist ein Zeichen fir ein gutes Wachstum der Zellen, da der
Farbumschlag eine stattgefundene Stoffwechselleistung anzeigt. Bei noch nicht
vollstdndig bewachsenen Flaschen muss das Kulturmedium bei einem
Farbumschlag nach Orange/Gelb ausgewechselt werden, um so die Grundlage
fir eine weitere Kultivierung sicherzustellen. Die Ausbreitung der Zellen bzw.
mogliche Kontaminationen mit Bakterien oder Pilzen kdnnen unter dem
Phasenmikroskop  beurteilt werden. Je nach Zellinie muss die
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Wachstumsgeschwindigkeit und das Aussehen berticksichtigt werden. So
wachsen die extraneuronalen OCT3-Zellen schneller als die neuronalen
Zelllinien und tendieren beim Ablésen vom Boden dazu, in kugeligen
Zellverbanden zu adharieren (eigene Beobachtung wéhrend der Kultivierung).

2.2.1.3 Passagieren von Zellen

Die Verteilung (Passage) der Zellen auf mehrere neue Kulturflaschen wird bei
vollstandig bewachsenen Flaschenboden durchgefihrt. Die Zellen werden
abgeldst, mit neuem Medium substituiert und in frische Kulturflaschen verteilt.
Bei Belassen der Kultur in einer voll bewachsenen Flasche oder einem
,verbrauchten® Medium werden die Zellen inadhdrent und es kommt zur
Apoptose. Das Aufteilen der Zellen wird durch eine um eins hohere
Passagezahl dokumentiert. Zuerst wird das Wachstumsmedium mittels
Vakuumpumpe abgesaugt (Trennung avitale, abgeléste Zellen von adhéarenten,
vitalen Zellen). Damit es zu keiner Durchmischung der Zellen verschiedener
Kulturflaschen kommt, muss auf ein regelmaBiges Austauschen der
Pasteurpipettenaufsatze geachtet werden. Zum Ablésen der vitalen Zellen wird
die Kultur mit Trypsin-EDTA-L&sung (4ml) versetzt. Abhangig von der Adharenz
der jeweiligen Zelllinie darf die Einwirkzeit 2-5min betragen. Hierbei muss
beachtet werden, dass diese Zeit nicht Gberschritten werden soll, sonst kann es
zu zellwandschadigenden Effekten kommen. Das Ablésen der Zellen wird
schlieBlich durch Beklopfen der Kulturflaschen erreicht. Die Zellen kénnen
daraufhin bei schrdg gehaltener Flasche gesammelt werden. Bei der
verwendeten OCT3-Zelllinie 16sen sich die Zellen ohne Vorbehandlung mit
Trypsin durch alleiniges Beklopfen der Flaschen. Nun werden 8ml Medium
hinzugeben, um das Trypsin zu neutralisieren und die Zellsuspension wird
mehrmals resuspendiert. AbschlieBend werden die Zellen auf schon
vorbereitete Kulturflaschen (mit jeweils ~35ml Wachstumsmedium) verteilt.

Beispiel: Passage von ' bei insgesamt 12ml Zellsuspension (4ml Trypsin+ 8ml
Medium) — Verteilung von jeweils 3ml Zellsuspension auf 4 Kulturflaschen.
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2.2.1.4 Konservierung von Zellen

Damit auch zu spateren Zeitpunkten die verschiedenen Zelllinien wieder
kultiviert werden kdnnen, mussen sie zur Konservierung regelmaiig eingefroren
werden. Um die Zellen fir die Kryokonservierung vorzubereiten, werden diese
initial, wie beim Passagieren beschrieben (2.2.1.3), gelést. Nun erfolgt die
Trennung der Zellen vom restlichen Medium mittels Zentrifugation (380G 5min),
sodass der Uberstand verworfen werden kann. Danach werden dem
verbliebenen Zellpellet 1-8ml Einfriermedium hinzugegeben und schlieBlich
jeweils 1ml auf je ein Kryotube verteilt. Das Medium besteht aus 80% des
jeweiligen Wachstumsmediums sowie 10% inaktiviertem FKS (Inaktivierung
durch 30min Inkubation im 56°C erhitzten Wasserbad) und 10% DMSO. Das
DMSO dient als ,Frostschutz“ gegen Eiskristallbildung. Allerdings ist DMSO bei
Raumtemperatur zytotoxisch, weshalb die Zellen zlgig bei -80°C eingefroren
werden missen. Nach einiger Zeit kdnnen sie im flissigen Stickstoff (-196°C)
aufbewahrt werden. Die stufenweise Temperaturerniedrigung wirkt ebenfalls
der Kristallbildung entgegen.

2.2.2 Versuchsdurchflihrung

2.2.2.1 Ubersicht

Auftauen der Zellen (2.2.1.1)

Kultivierung der Zellen im Brutschrank (2.2.1.2)

Passagieren und weitere Kultivierung der Zellen (2.2.1.3)

0 np

Auszahlen der Zellen mittels Neubauer-Zdhlkammer und ggf. weitere

Kultivierung bei nicht ausreichender Zellzahl (2.2.2.2)

5. Vorbereitung und Durchfihrung des Versuchstages bei ausreichender

Zellzahl (2.2.2.3 - 2.2.2.7):

= Herstellung Inkubationspuffer (PBS*M92+/¢22+, Glucose+Ascorbat) zum
Aufbewahren der Zellen nach dem Sammeln aus den
Gewebekulturflaschen (2.2.2.3)
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= Abwiegen der GC (Inhibitoren) und der Katecholamine (unmarkiertes
NA/DA)

= Herstellung der radioaktiven Katecholaminldsung (f.c.~1x107"mol/l)
(2.2.2.4)

= Herstellung der Verdinnungsreinen mit den jeweiligen GC
(Inhibitoren) (f.c.~1x10"mol/l bis 1x10°mol/l) (2.2.2.5)

= Zellen sammeln, zentrifugieren und mit Inkubationspuffer
suspendieren

= Erneutes Auszdhlen der Zellen in Neubauerkammer und ggf.
zusatzlich Inkubationspuffer suspendieren, um die gewinschte
Zellzahl zu erlangen

=> Zellen auf die jeweiligen Zentrifugenréhrchen verteilen und in 37°C
warmes Wasserbad stellen

=> Zellen mit jeweiligem Inhibitor (bzw. ohne Inhibitor als Kontrolle) und
der radioaktiven Katecholaminldsung ([*H]DA- bzw. [°H]NA-L&sung)
versetzen

= nach Einhalten der Inkubationszeit (15min): Versuch mit eiskaltem
PBS(ohne Ca2+/ Mg2+) abstoppen

= Zellen zentrifugieren und Uberstand abkippen

= Wiederholung: abstoppen, zentrifugieren, abkippen des Uberstandes

=>» Zellsuspension mit TritonX-100 versetzten und vortexen

= Pipettieren der Zellen von Zentrifugenrbhrchen in zugeordnetes
Szintillationsflaschchen und dieses mit Ecolume
Szintillationsfllssigkeit versetzen

=> Messung der aufgenommenen Radioaktivitat im B-Counter

2.2.2.2 Auszahlen der Zellen mittels Neubauer-Zahlkammer

Fir die Versuche war eine Einstellung der Zellzahl mittels
Neubauer-Zahlkammer notwendig. Dazu wurden die Zellen aus den
Kulturflaschen gelést, in einem groBen Zentrifugenréhrchen gesammelt und gut
resuspendiert. Aus dieser Zellsuspension wurden mittels Eppendorfpipette
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100ul entnommen. Da bei stark besiedelten Kulturflaschen von einer hohen
Zelldichte ausgegangen werden konnte, wurde die Suspension mittels Medium
um den Faktor 3 bis 6 vorverdinnt, um spater das genaue Zahlen zu
erleichtern. Nun wurden 50ul Trypanblau zu 50ul der Suspension
hinzugegeben, was wiederum einem Verdinnungsfaktor von 2 entsprach.
Hiernach konnten die Zahlkammern beflllt werden. Durch die vorherrschende
Kapillarkraft wurde die Suspension gleichmaBig zwischen den Kammern und
dem aufgesetzten Deckglas verteilt. Beim Auszahlen durften avitale Zellen
nicht berticksichtigt werden, um keine falsch hohe Zellzahl zu erfassen. Avitale
Zellen lieBen sich anhand einer dunkleren Farbung erkennen (Verlust der
Stabilitdt der Zellmembran - starkere Féarbung). Nachdem alle 4 &uBeren
Gruppenquadrate der Zahlkammer erfasst waren, wurde hieraus der Mittelwert
(MW) gebildet und dieser mit dem jeweiligen Vorverdinnungs- und
Verdiinnungsfaktor sowie mit 10* multipliziert, um die Zellzahl/ml Suspension zu

errechnen.

2.2.2.3 Herstellung des Inkubationspuffers

Um die Zellen wahrend des Versuches aufzubewahren, wurde zuvor ein
Inkubationspuffer aus 98% PBS*™, 1% Glucose sowie 1% Ascorbinsaure
hergestellt.

Hierzu wurde 1g Glucose zu 10ml PBS*™ hinzugeflgt, steril filtriert und
schlieBlich jeweils 5ml auf 500ml Flaschen PBS™ verteilt. Somit ergab sich fir
die Glucoselésung eine f.c. von 1g/l 2 ~5,5mmol/l (Molare Masse von Glucose:
180g/mol). Diese Konzentration stimmt ungefahr mit der Glucosekonzentration
im Blutplasma Uberein.

Die Herstellung der Ascorbinsaurlésung erfolgte separat, indem 29,2mg freie
Ascorbinsdure in 36ml Aqua bidest pipettiert wurden. Dies entspricht 0,81mg
Ascorbinsdure/ml Aqua bidest. Die Lésung wurde auf Eppendorfcups (~2ml)
verteilt und eingefroren. Zur endgultigen Herstellung des Inkubationspuffers
wurde 1ml der eingefrorenen Ascorbinsaurelésung (f.c.~0,81mg/ml) zu 99ml
PBS*™"-Glucose-L6sung zugefligt. Dementsprechend ergibt sich bei einem
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Molekulargewicht von ~176 g/mol Ascorbinsaure eine
Stoffmengenkonzentration von ~ 50umol/l (entspricht etwa der physiologischen

Ascorbinsdurekonzentration im Blutpasma).

2.2.2.4 Herstellung der radioaktiven Katecholaminlésung

Die eingesetzte Endkonzentration der radioaktiv markierten
Katecholaminlésung im Reaktionsansatz (1x10° Zellen/500p! Inkubationspuffer)
sollte ~1x10"mol/l betragen. Hierfiir wurde initial eine Katecholamingrundlésung
mit unmarkiertem DA bzw. NA hergestellt. Es wurden jeweils 10ul Aliquote in
500ul Inkubationspuffer hinzugeflgt. Unter Berlcksichtigung der hierbei
vorgenommenen Verdinnung von 1:50, ergab sich eine Konzentration von
5x10®mol/l fir die unmarkierte DA-/NA-Lésung.

1ml dieser unmarkierten Katecholaminlésung wurde schlie3lich mit jeweils 10ul
(210uCi) der radioaktiven [PHJNA- bzw. [*H]DA-Ausgangslésung versetzt.
Aufgrund der geringen Molaritdt der radioaktiven Ausgangslésung (2.1.4)
anderte sich die Gesamtmolaritdit der nun hergestellten radioaktiven
Stammlbésung praktisch nicht und konnte deshalb fir die Berechnung
vernachlassigt werden. Die radioaktive Stammldsung enthielt somit 0,1uCi
[*H]DA bzw. [°*H]NA.

2.2.2.5 Herstellung der Glucocorticoid-Verdiinnungsreihen

Um geeignete Versuchsbedingungen fir die Messungen zu finden, wurden die
GC in einer wasserloslichen Form, wie sie ,im klinischen Alltag“ zur Herstellung
von Infusionslésungen verwendet wird, getestet. Hierzu wurde NaCl (0,9%) als
Lésungsmittel genutzt. Des Weiteren wurde eine Ethanol-l6sliche Form der GC
verwendet. Die initiale Losung wurde mit 100% Ethanol erreicht. Die weiteren
Verdinnungsschritte wurden ebenfalls mittels NaCl (0,9%) vorgenommen. Die
Anleitung zur Herstellung der Verdiinnungsreihen wird im Folgenden aufgefihrt
(Tab. 3 und 4).
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Tab. 3: Verdiinnungsreihen mit NaCl (0,9%) (f.c.~1x10°mol/l) als Lésungsmittel

wasserlésliche Form | 1x10° 1x10™ 1x10° 1x10°® 1x107
mol/l (A) mol/l (B) | mol/l (C) | mol/l (D) | mol/l (E)
Hydrocortison 10mg in 100 pl A+ | 100ul B+ | 100ul C+ | 100ul D+
541 ul 900ul 900wl 900ul 900ul
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
(0,9%) (0,9%) (0,9%) (0,9%) (0,9%)
Prednisolon 10mg in 100 pl A+ | 100ul B+ | 100ul C+ | 100ul D+
426l 900ul 900wl 900ul 900ul
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
(0,9%) (0,9%) (0,9%) (0,9%) (0,9%)
Dexamethason 8mg in 100 pl A+ | 100pl B+ | 100ul C+ | 100pl D+
(A=f.c.~1,5x10"mol/l) | 293l 900ul 900ul 900ul 900ul
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
(0,9%) * (0,9%) (0,9%) (0,9%) (0,9%)

*Dexamethason-Stammmilésung mit f.c.~1 ,5x10™mol/l lag in bereits gel6ster Form vor

Tab. 4: Verdiinnungsreihen mit 100% Ethanol (f.c.~1x10mol/l) als Lésungsmittel

Ethanol-16sliche 1x10° 1x10™ 1x10° 1x10° 1x10”
Form mol/l (A) mol/l (B) mol/l (C) | mol/l (D) mol/l (E)
Hydrocortison 10mg in 100 pl A+ | 100pl B+ | 100ul C+ | 100pl D+
541 pl 900ul 900yl 900ul 900ul
100%igem | NaCl NaCl NaCl NaCl
Ethanol (0,9%) (0,9%) (0,9%) (0,9%)
Prednisolon 10mg in 100 pul A+ | 100ul B+ | 100ul C+ | 100ul D+
544yl oo0ul 900l 900ul 900ul
100%igem | NaCl NaCl NaCl NaCl
Ethanol (0,9%) (0,9%) (0,9%) (0,9%)
Dexamethason 10mg in 100 pul A+ | 100pI B+ | 100ul C+ | 100pl D+
500ul 900ul 900ul 900ul 900ul
100%igem | NaCl NaCl NaCl NaCl
Ethanol (0,9%) (0,9%) (0,9%) (0,9%)

2.2.2.6 Vorbereitung der Zentrifugenrohrchen

Nach dem Auszahlen (2.2.2.2) wurde die Zellsuspension bei 18°C und 380G
5min zentrifugiert. Hiernach wurde das tberschissige Medium entfernt. Zu den

Zellen wurde nun

der

Inkubationspuffer

29

(2.2.2.3)

abhangig von der




gewtinschten Zelldichte/500ul Suspension hinzugeben.

Da pro Roéhrchen ein Volumen von 500ul vorgesehen war, wurde
beispielsweise fur 50 Versuchsréhrchen 25ml Inkubationspuffer bendtigt. Die
Zellzahl wurde durch Zugabe des Puffers auf 1x10° Zellen/500pl eingestellt.

2.2.2.7 Versuchsprotokoll

Die Versuche dienten der Untersuchung des inhibitorischen Einflusses
verschiedener GC auf die Aufnahme von radioaktiv markierten Katecholaminen
in OCT3-exprimierende HEK293-Zellen sowie NAT-exprimierende SK-N-SH-/
Kelly- und IMR-32-Zellen. Eine Auflistung aller Arbeitsschritte der
Aufnahmeversuche ist in Tab.5 dargestellt.

Zu den zuvor bearbeiteten Zellen wurde schlie3lich TritonX-100 hinzugegeben.
Dieses nicht-ionische Tensid erhéht die Zellpermeabilitat und fahrt zu einer
Lyse. Das Zelllysat wurde mit der Szintillationsflissigkeit versetzt und zur
Erfassung des B-Zerfalls des Tritiums/min (=cpm) im B-Counter in das
Isotopenlabor gesendet.

30



Tab. 5: Versuchsprotokoll: Arbeitsschritte der radioaktiven Aufnahmeversuche
(modifizierte Tabelle nach Bayer (8))

1 Vorbereitung der Zellen fur die Aufnahmeversuche (siehe 2.2.2.2 bis
2.2.2.6)

Inkubation der Versuchsrohrchen in einem 37°C warmen Wasserbad

Versetzten des vorher beschrifteten Versuchsréhrchens mit 10ul des
jeweiligen GC der entsprechenden Konzentration (1x10” bis 1x10™mol/l)
(2.2.2.5)

4 Im direkten Anschluss jedes Versuchsrohrchen mit 10ul der radioaktiven
Katecholaminlésung (f.c.~1x10"mol/l) versetzen (2.2.2.4)

5 Kurzes Schwenken der Versuchsrohrchen (zur Durchmischung der
Katecholamine und GC mit den Zellen)

15min Einwirkzeit der Substanzen bei 37°C
Abstoppen der Reaktion durch 10ml eiskaltes PBS (ohne Ca®*/Mg*")

6
7
8 Zentrifugieren der Versuchsréhrchen (5min, 8°C, 488G)
9 Abschitten des Uberstandes
10 |Wiederholung Schritt 7 bis 9

11 |Abpipettieren der Uber dem Zellpellet verbliebenen Losung

12 |Zugabe von jeweils 500pl TritonX-100/Versuchsrohrchen

13 |Grindliches Vortexen (zur Lyse der Zellen und Freisetzung der
aufgenommenen radioaktiven Substanz)

14 |Abpipettieren von 450ul der in TritonX-100 gelosten Zellsuspension des
jeweiligen  Versuchsrohrchens und Verteilung in  nummerierte
Szintillationsflaschchen

15 |Zugabe von jeweils 6ml Szintillationsflissigkeit (Ecolume) zu den
Flaschchen und kurzes Vortexen zur Durchmischung

16 |Am folgenden Tag: Einschicken der Szintillationsflaschchen in das
Isotopenlabor zur quantitativen Erfassung der Radioaktivitat im
B-Counter

17 |Entsorgung der radioaktiven Abfalle

2.2.2.8 Bestimmung des 100%-Wertes
Zusatzlich zu den in Tab. 5 angegebenen Arbeitsschritten wurde bei jedem
Versuch eine Dreifachmessung der eingesetzten radioaktiven

Katecholaminlésungen vorgenommen. Hieraus wurde schlieBlich der Mittelwert
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bestimmt. Es wurden jeweils 10ul der [BH]DA- bzw. [FBH]NA-L6sung zu 500ul
TritonX-100 hinzugeflgt. Die weiteren Arbeitsschritte entsprachen den Schritten
14-17 in Tab. 5. Die Messungen der angebotenen Radioaktivitat/500ul
TritonX-100 dienten der Festlegung eines 100%-Wertes. Mit dem 100%-Wert
konnte eine Quantifizierung der radioaktiven Aufnahme in die verschiedenen
Zelllinien vorgenommen werden. Die radioaktive Aufnahme in die Zelllinien
wurde mittels Dreisatz bestimmt und prozentual angegeben (Rechenweg unter
2.2.3). Hiermit konnte die Gesamtaufnahmen der Zelllinien untereinander
verglichen werden.
Die Messungen im B-Counter erfolgten in ,counts per minute“= cpm. Dies
entspricht dem (-Zerfall pro Minute. Ein Messwert von angenommen
222.000cpm kann folgendermaBen nachvollzogen werden:

= 0,1uCi & 3700Bq (dies ergibt sich aus den Angaben der radioaktiven

Ausgangslésung 2.1.4 > 41 Ci = 1520 Gbg/ mmol)

= 1Bq 2 1 Zerfall (count)/sek—> 60 Zerfalle/min (,counts per minute®)

=> somit ergibt sich: 3700Bq x 60 = 222.000 cpm
Durch u.a. Pipettierungenauigkeiten kann dieser Wert nur ungefahr erreicht

werden.

2.2.3 Auswertung und graphische Darstellung der Screening- und
Hauptversuche

Die Screeningversuche dienten der Testung eines mdglichen inhibitorischen
Einfluss verschiedener GC auf die Aufnahme von radioaktiv markierten
Katecholaminen Uber den NAT und den OCT3. Durchgefihrt wurden die
Versuche mit 4  unterschiedlichen  Zelllinien:  OCT3-exprimierende
HEK293-Zellen sowie NAT-exprimierende SK-N-SH-/ Kelly- und IMR-32-Zellen.
Die Zellzahl pro 500ul Versuchsansatz betrug jeweils 1x10° Zellen. Als
mogliche Inhibitoren wurden die GC Hydrocortison, Prednisolon und
Dexamethason verwendet. Fir alle Versuche, einschlieBlich der
Hauptversuche, wurden die mit Tritium markierten Katecholamine DA und NA
(BH]DA/ [BH]NA) verwendet. Die final concentration (f.c.) betrug pro
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Reaktionsansatz 1x10"mol/l (2.2.2.4).

Initial wurde eine Messreihe mit den genannten GC in verschiedenen
Lésungsformen durchgefihrt. Zum einen wurden Substanzformen der GC
verwendet, wie sie ,im klinischen Alltag” zur Herstellung von Infusionslésungen
genutzt werden. Als Lésungsmittel wurde hierzu NaCl (0,9%) verwendet. Zum
anderen wurden GC verwendet, welche sich initial in 100%igem Ethanol l6sen
lieBen und schlieBlich mit NaCl (0,9%) weiter verdinnt wurden. Somit konnte
das Ldsungsverhalten der GC beobachtet werden, um herauszufinden, welche
sich fur die spatere praktische Anwendung eignen. Hierbei lagen die ,im
klinischen Alltag genutzten® Formen von Hydrocortison und Prednisolon als
Pulver vor, wahrend Dexamethason bereits in einer Ampulle gelést war
(Lésungsmittel: Wasser fur Injektionszwecke). Dies musste bei der Herstellung
der Verdinnungsreihen (2.2.2.5) beachtet werden, da bei der ,klinischen Form*
von Dexamethason nur eine Maximalkonzentration von 1,5x10*mol/l erreicht
werden konnte (im Vergleich zur f.c.~1x10®mol/l von Hydrocortison und
Prednisolon). Die in Ethanol-léslichen Formen lagen alle als Pulver vor.

Die Screeningversuche wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen der GC
von 1x107 bis 1x10°mol/l durchgefihrt. Die GC wurden unmittelbar vor der
Applikation der radioaktiv markierten Katecholaminldsungen den vorbereiteten
Zellen verabreicht. Somit sollte gezeigt werden, ob eine Inhibition der
Katecholaminaufnahme unter Einfluss der verschiedenen GC stattfindet und mit
welcher Konzentration ein optimaler Hemmeffekt erzielt wird.

Flr die Messungen verschiedener Konzentrationen der GC wurde eine hohe
Zellzahl fir die Screeningversuche benétigt. Aufgrund dessen wurden die
Ergebnisse aus einmaligen Doppelmessungen gewonnen. Eine statistische
Quantifizierung war somit nicht mdéglich.

Der Einfluss der verschiedenen Inhibitoren wurde in Bezug zur Aufnahme der
radioaktiven Katecholamine ohne Zugabe des jeweiligen Inhibitors gesetzt.
Dieser Wert ohne Inhibitor diente als Kontrollwert. Zur Bestimmung des
Kontrollwertes wurden ausschlieBlich 10ul der radioaktiven Katecholaminlésung
(f.c.~1x10"mol/l) dem Reaktionsansatz zugefiigt. Anhand dessen konnte mittels
Dreisatz die Menge an Radioaktivitat, welche unter Einfluss eines Inhibitors
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aufgenommen wurde, errechnet werden. AnschlieBend wurde dieser
Aufnahmewert von 100% subtrahiert, um letztlich den eigentlichen Hemmeffekt
in Prozent zu erhalten. Die Prozentangaben dienten der besseren
Vergleichbarkeit der Screeningversuche an unterschiedlichen Versuchstagen.
Die Daten wurden schlieBlich mittels Microsoft Office Exel 2013 ausgewertet
und graphisch als Punktdiagramme dargestellt.

Weiterhin wurde die von den verschiedenen Zellen aufgenommene
Radioaktivitat ohne Inhibitor, in Prozent gemessen am 100%-Wert (2.2.2.8),
bestimmt. Die Stoffmenge (Mole) an aufgenommener Radioaktivitat I&sst sich
ebenfalls mittels Dreisatz anhand des 100%-Wertes sowie des Kontrollwertes
errechnen.

Hierzu wird im Folgenden exemplarisch der Rechengang der OCT3-Messreihe
unter Zugabe von 10ul [BH]NA-StammIésung aufgeflhrt:

1. 100%-Wert: 210.553cpm
3> 0,1uCi 2 210.553cpm 2 1x107'? Mole
(f.c. der [PH]NA-Stammldsung im Inkubationsansatz:
~1x10"mol/l 2 1x10"°mol/ml > 1x10?mol/10ul;
10ul der Stammldsung enthalten 0, 1uCi [(H]DA (2.2.2.4))
2. Kontrollwert ohne Inhibitor (= [?H]NA-Aufnahme in 1x10° Zellen ohne
Zugabe eines GC): 1555¢cpm
Daraus folgt:
1555¢cpm = 210.553cpm/ 1x10 "?Mole
= 1555cpm x 1x10?Mole/ 210.553cpm
= 7,39x10"Mole 2 ~0,74%
Es ergibt sich eine Aufnahme von 7,39x10"°Molen [BH]JNA bzw. eine
Aufnahmerate von ~0,74% (der insgesamt angebotenen Radioaktivitat) nach
15min Inkubationszeit in 1x10° OCT3-Zellen.

Unter Berlcksichtigung der Screeningversuche wurden die Hauptversuche

unter zuvor ausgewdhlten Versuchsbedingungen durchgefihrt. Es wurden
Messwerte von 3 unabhangigen Versuchsreihen, welche an 3 unterschiedlichen
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Tagen durchgefihrt wurden, gewonnen. Um die Ergebnisse besser
quantifizieren zu kénnen, wurden die Passagezahlen der verschiedenen
Zelllinien ebenfalls variiert. Es handelte sich in den Einzelversuchen nicht mehr
um Doppelmessungen, sondern um Dreifachmessungen, sodass letztendlich 9
Messwerte jeder verwendeten Zelllinie auf Signifikanz getestet werden konnten.
Der p-Wert wurde mit dem gepaarten t-Test berechnet. Der t-Test untersucht,
ob sich die Mittelwerte zweier Gruppen systematisch unterscheiden. Diese
statistische Methode kann verwendet werden, um das Ergebnis einer
Monotherapie auszuwerten. In der vorliegenden Arbeit bedeutet dies konkret,
die Aufnahme der Katecholamine in die verschiedenen Zelllinien vor und nach
einer gezielten Intervention (Applikation des GC) zu verdeutlichen. Wichtig
hierbei ist eine Normalverteilung des Behandlungseffektes in der zu
untersuchenden Population, hier der Zellkultur. Fir den p-Wert (Signifikanzwert)
als Kennzahl fir die Auswertung des statistischen Tests galt: signifikant p<0,05;
hochsignifikant p<0,01 und nicht signifikant p>0,05. Die statistischen Versuche
wurden mittels GraphPadPrism5 (GraphPadSoftware, Inc.) ausgewertet und
graphisch als Saulendiagramme dargestellt. Die angegebenen Werte
entsprachen hierbei der Aufnahme in Prozent gemessen am 100%-Wert
(2.2.2.8). Weiterhin wurden die aufgenommenen Mole Radioaktivitat bestimmt.

Die Rechnungen entsprechen hierbei dem oben aufgefihrten Beispiel.
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeine Erlduterungen

In dieser Arbeit wurde eine Evaluation bezlglich des Hemmeffekts von klinisch
bedeutsamen GC auf die Aufnahme von [EH]DA bzw. [BHINA in
Neuroblastomzellen und  extraneuronale = OCT3-exprimierende  Zellen
durchgefihrt.

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse wurden auf einem Poster mit dem
Titel ,Effects of different corticosteroids on neuroblastoma imaging and therapy*
auf der ,Advances in Neuroblastoma Research 2012" in Toronto vorgestellt
(216). In einigen Abbildungen wurden Werte aus den
Screeningversuchen integriert. Des Weiteren beinhaltet das Poster die
Hauptversuche dieser Arbeit.

Im ersten Teil der Ergebnisse werden die Screeningversuche dargestellt,
welche zur Feststellung dienten, ob und wie stark die jeweiligen GC
(Hydrocortison/ Prednisolon/ Dexamethason) die Aufnahme von radioaktiv
markierten DA bzw. NA in die verschiedenen Zelllinien hemmen. Dazu wurde
einerseits die Inkorporation ohne Inhibitor (=Kontrollwert) und andererseits mit
Inhibitor getestet. Die Konzentrationen der GC wurden bei den
Screeningversuchen von 1x107 bis 1x10°mol/l variiert (2.2.2.5).

Weiterhin  wurden initial Vorversuche mit den genannten GC in
unterschiedlichen L&ésungsformen durchgefuhrt. Hierbei wurden zum einen
wasserlésliche GC, welche direkt in NaCl (0,9%) léslich sind, verwendet. Diese
werden ,im klinischen Alltag” zur Herstellung von Infusionslésungen genutzt.
Zum anderen wurden die GC in einer Ethanol-Iéslichen Form verwendet. Somit
sollte die praktische Anwendung verschiedener Lésungsformen getestet
werden, um schlieBlich einen ungehinderten Versuchsablauf zu gewéhrleisten.
Die Vor- bzw. Nachteile der jeweiligen Substanzen werden in einem
gesonderten Kapitel (3.2) dargestellt.
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Der zweite Teil, welcher in Zusammenarbeit mit Frau Dr. med. M. Bayer
durchgefihrt wurde, stellt die Ergebnisse der Hauptversuche dar. Hierzu
wurden die Inhibitoren ausgewahlt, welche sich durch die Vorversuche als
geeignet erwiesen hatten. Weiterhin wurde im Vergleich zu den
Screeningversuchen nur eine Konzentration des jeweiligen GC verwendet. Flr
die Auswahl der Versuchsparameter war ein guter Hemmeffekt auf die
OCTS3-exprimierende  Zelllinie bei  geringem Einfluss auf die
NAT-exprimierenden Neuroblastomzelllinien von Bedeutung.

Fir alle Versuche (Screening-/Hauptversuche) wurden die mit Tritium
markierten Katecholamine DA und NA ([H]DA/ [BH]NA) verwendet. Die final
concentration (f.c.) betrug pro Reaktionsansatz 1x10"mol/l (2.2.2.4). Als
Zelllinien  wurden die NAT-exprimierenden  SK-N-SH-/  Kelly- und
IMR-32-Zelllinien sowie die OCT3-exprimierende HEK293-Zelllinie verwendet.
Die Zellzahl pro 500ul Versuchsansatz betrug jeweils 1x10° Zellen.

Die Screeningversuche wurden mit doppelten Versuchsanséatzen durchgefthrt,
so dass aus den beiden Messwerten ein Mittelwert errechnet werden konnte.
Diese Werte wurden ohne Standardabweichung graphisch mittels Microsoft
Office Exel 2013 in Punktdiagrammen dargestellt. Ausnahmen, bei denen nur
einer der Werte verwendet wurde, wurden in der Arbeit gekennzeichnet
(Markierung mittels runder Umkreisung in den Punktdiagrammen). Einzelwerte
wurden nur dann genutzt, wenn einer der Werte der Doppelmessung deutlich
aus den Messungen der Konzentrationsreine abwich. Dies lie3 sich haufig
aufgrund eines vermerkten, arbeitstechnischen Fehlers nachvollziehen.
Weiterhin kann eine Abweichung einzelner Messwerte mit einer mdglichen
Ungleichverteilung der Zellzahl begrindet werden. Der Hemmeffekt der
verschiedenen Inhibitoren wurde schlieBlich anhand des Kontrollwertes
(=Aufnahmewert ohne Inhibitor) ermittelt und in Prozent dargestellt. Die
absolute prozentuale radioaktive Aufnahme der verschiedenen Zelllinien
gemessen am 100%-Wert wurde ebenfalls bestimmt (2.2.3) und wird in den
einzelnen Kapiteln aufgefihrt.

Die Hauptversuche wurden an drei verschiedenen Tagen durchgefihrt. Hierbei
wurden jeweils dreifache Versuchsansétze verwendet. Somit ergaben sich
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schlieBlich 9 Messwerte flur jede Versuchsvariation. Aus diesen wurde
wiederrum der Mittelwert bestimmt. Weiterhin wurde in den Hauptversuchen die
Standardabweichung berechnet. Fir den Signifikanztest wurde der gepaarte
t-Test verwendet.

Bei der Bewertung aller Ergebnisse muss die Heterogenitat des Tumors
berlicksichtigt werden, da hierdurch Auswirkungen auf die radioaktive
Aufnahme in die verschiedenen Zellen nicht ausgeschlossen werden kdnnen
(97, 192, 193). Durch mdgliche Unterschiede innerhalb einer Zelllinie kann die
Anzahl an Transportern auf der Zelloberflache variieren.

3.2 Vergleich verschiedener Léosungsformen der Glucocorticoide

Im Rahmen der Screeningversuche wurde die praktische Anwendung
verschiedener Lésungsformen der GC Hydrocortison, Prednisolon und
Dexamethason getestet. Zum einen wurden die GC in einer wasserléslichen
Form verwendet. Diese Form wird zur Herstellung von Infusionslésungen im
,Klinischen Alltag“ genutzt. Zum anderen wurden die verschiedenen GC in einer
primar Ethanol-16slichen Form verwendet.

Die wasserloslichen, ,klinisch verwendeten“ GC Hydrocortison und Prednisolon
lagen als Festsubstanz vor. Das ,klinisch verwendete Dexamethason war
bereits in einer Ampulle geldst (Lésungsmittel: Wasser fir Injektionszwecke).
Die Ethanol-l6slichen GC lagen alle in einer pulverisierten Form vor.

Die Versuche wurden schlieBlich, wie unter 2.2.2 beschrieben, durchgeflhrt.
Die genauen Verdinnungsschritte sind dem Abschnitt 2.2.2.5 zu entnehmen.
Zum Lésen und zum Verdinnen des ,in der Klinik verwendeten,
wasserldslichen Hydrocortisons und Prednisolons wurde NaCl (0,9%) gewahlt.
FOr die weitere Verdinnung des bereits geldsten, ,im klinischen Alltag®
eingesetzten Dexamethasons wurde ebenfalls NaCl (0,9%) verwendet.

Die Ethanol-léslichen GC wurden initial in 100%igem Ethanol geldst
(f.c.~1x10°mol/l). Die weiteren Verdiinnungsschritte wurden ebenfalls mit NaCl

(0,9%) vorgenommen.
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Nach ca. 20 min wurde ein Ausflocken der Ethanol-l6slichen GC beobachtet, so
dass eine erneute Vermischung notwendig war. Im Zeitraum zwischen
Herstellung der Verdinnungsreihnen und Beginn der radioaktiven
Aufnahmeversuche (ca. 1,5h) war demnach ein mehrfaches Vortexen
notwendig um die Léslichkeit zu erhalten. Dies flihrte zu einem wesentlich
erhéhten Arbeitsaufwand und zu Zeitverzégerungen im Versuchsablauf.

Nach Auswertung der Screeningversuche zeigten sich deutliche Unterschiede
innerhalb der Messreihen der verschieden gelésten GC. So konnte
beispielsweise bei der in Ethanol-gelésten Form des Dexamethasons bei keiner
der gewdhlten Konzentrationen (1x107 bis 1x10°mol/l) eine Hemmung der
[BH]NA-Aufnahme Uber den OCT3 registriert werden. Hingegen zeigte die
wasserlésliche Form des Dexamethasons schon ab einer Konzentration von
1x10™“mol/l eine Inhibition der [BH]NA-Aufnahme von 46% (3.3.1). Hierbei sind
fehlerhafte Ergebnisse aufgrund der schlechten Ldslichkeit der Ethanol-
l6slichen GC nicht auszuschlieBen.

Letztendlich verhinderte das Arbeiten mit den Ethanol-léslichen GC aufgrund
der erschwerten Handhabung einen zlgigen, prazisen Versuchsablauf, weshalb
fur die reprasentativen Screeningversuche ausschlieldlich die ,klinisch
verwendeten®, in NaCl (0,9%)-l6slichen GC genutzt wurden und im Folgenden

einzig diese Messreihen graphisch dargestellt werden.

3.3 Screeningversuche

Die Screeningversuche dienten primar der Quantifizierung eines mdglichen
Hemmeffektes auf die OCT3-exprimierenden Zellen durch die verschiedenen
GC. Bei Bestatigung dieser Hypothese sollte schlieBlich eine geeignete
Konzentration der jeweiligen GC gefunden werden, welche einen optimalen
Hemmeffekt erzielt. Dies bedeutet eine mdoglichst starke Hemmung der
Katecholaminaufnahme in die OCT3-exprimierende Zelllinie, bei geringem
Einfluss auf die Neuroblastomzelllinien. Die im Folgenenden aufgefihrten
Versuche stellen ausschlieBlich Messungen der in NaCl (0,9%) gelésten GC
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dar (3.2).

Fir diese Vorversuche wurden jeweils 1x10° Zellen in ein Zentrifugenréhrchen
mit 500l Inkubationspuffer gegeben. Diese wurden schlieBlich bei 37°C 15min
lang mit der [BH]DA- bzw. [3HINA-Lésung (f.c.~ 1x10”mol/l) sowie dem
jeweiligen Inhibitor bzw. in dessen Abwesenheit (Kontrollwert) inkubiert. Die
einzelnen Arbeitsschritte sind ausfuhrlich im Versuchsprotokoll (2.2.2.7)
aufgefihrt. Hierbei lag die starkste Konzentration flr Hydrocortison und
Prednisolon bei 1x10°mol/l. Dexamethason hingegen erreichte eine
Maximalkonzentration von 1,5x10“*mol/l, da die Substanz schon in dieser
Konzentration als bereits geléste Stammlésung vorlag. Die weiteren
Verdinnungsschritte sind unter 2.2.2.5 zu finden.

Die Ergebnisse der Screeningversuche sind in Punktdiagrammen graphisch
dargestellt.  Auf der Ordinate ist der prozentuale Hemmeffekt der GC
aufgetragen (0%= kein Hemmeffekt; 100%= max. Hemmeffekt der
Katecholaminaufnahme - bezugnehmend auf den Kontrollwert ohne Inhibitor).
Die verschiedenen Konzentrationen der GC sind logarithmisch auf der Abszisse
dargestellt. Um die Messungen der Screeningversuche ubersichtlicher zu
gestalten, ist in einem ersten Abschnitt (3.3.1-3.3.4) der Einfluss aller
verwendeten GC auf jeweils eine Zelllinie dargestellt. Somit kann die Wirkung
der verschiedenen GC untereinander verglichen werden. Die Darstellung der
Neuroblastomzelllinien erfolgt hierbei in absteigender Reihenfolge in Bezug auf
die Expression des NAT (Expression des NAT: SK-N-SH- >> Kelly- >
IMR-32-Zellen). In einem zweiten Abschnitt (3.3.5-3.3.7) ist der Einfluss nur
eines GC auf alle verwendeten Zelllinien in Punktdiagrammen veranschaulicht.
Dies ermdglicht einen direkten Vergleich der verschiedenen Zelllinien

untereinander.
3.3.1 Aufnahme von [3H]DA oder [*H]JNA in die extraneuronale
OCT3-exprimierende HEK293-Zelllinie unter Einfluss

verschiedener Glucocorticoide

In den folgenden Graphen wird die Wirkung der verschiedenen GC auf die
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extraneuronale OCT3-exprimierende HEK293-Zelllinie dargestellt.

Die Punktdiagramme veranschaulichen den Einfluss auf die [BH]DA- und die
[BH]NA-Aufnahme in die Zellen. Diese Zelllinie exprimiert auf ihrer
Zelloberflache nur den OCT3 (siehe Materialien 2.1.5), weshalb anhand der
Ergebnisse die Eigenschaften des Transporters besonders gut untersucht
werden kdnnen.

Insgesamt wurden ohne Einfluss eines Inhibitors 0,44% der insgesamt
angebotenen radioaktiven Dopaminlésung sowie 0,74% der angebotenen
[BHINA-Stammlésung von der OCT3-exprimierenden Zellinie aufgenommen.
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Abb. 1: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*H]DA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in QCT3-exprimierende
HEK293-Zellen
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Abb. 2: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [BH]NA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in OCT3-exprimierende
HEK293-Zellen

Die Punktidiagramme in den Abb. 1 und 2 zeigen eine deutliche
konzentrationsabhangige Hemmwirkung der GC auf die [?H]DA- und
[®BH]NA-Aufnahme in die OCT3-Zellen.

Prednisolon war die einzige Substanz, welche bei einer Konzentration von

1x10"mol/l keinen Einfluss auf die Dopaminaufnahme (Abb.1) zu haben schien.

Die anderen Inhibitoren zeigten schon in diesem Bereich eine Hemmwirkung
von 34% bis max. 62%. Bei der Maximalkonzentration von 1x10°mol/l (bzw.
1,5x10“mol/l bei Dexamethason) lag die Inhibition unter Einfluss der
verwendeten GC zwischen 66% und 82%, wobei Dexamethason die geringste
hemmende Wirkung zeigte.

Auch bei der Noradrenalinaufnahme (Abb. 2) lieB sich ein deutlicher Einfluss

der Substanzen erkennen. So zeigte sich bei Prednisolon ein Hemmeffekt von
78% bei der Héchstkonzentration (1x10°mol/l). Auch unter Einfluss von
Hydrocortison wurde bei dieser Konzentration eine Inhibition von 73% erreicht.
Dexamethason zeigte bei allen verwendeten Konzentrationen insgesamt die

schwachste Wirkung. Bei der Maximalkonzentration konnte hier eine Hemmung
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von 59% registriert werden. Verglichen mit der Dopaminaufnahme waren die
inhibitorischen Effekte der GC bei der geringsten Konzentration von 1x10"mol/|
deutlich schwéacher ausgepragt. Hier lagen die Messwerte zwischen 0% und
15%.

3.3.2 Aufnahme von [*H]JDA oder [*H]JNA in die neuronale
SK-N-SH-Zelllinie unter Einfluss verschiedener Glucocorticoide

Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den Aufnahmeversuchen der
neuronalen Zelllinie SK-N-SH veranschaulicht.

Diese Zellen exprimieren im Vergleich zu den anderen, in dieser Arbeit
verwendeten Neuroblastomzelllinien die hoéchste Anzahl an NAT. Dies wird
indirekt bei Betrachtung der radioaktiven Gesamtaufnahme ersichtlich. Die
SK-N-SH-Zellen haben insgesamt 4,9% der angebotenen [BH]NA- und 7,1% der
[BH]DA-Stammldsung aufgenommen (Kontrollwert bezugnehmend auf den
100%-Wert). Somit reprasentieren die Zellen gut den mdglichen Effekt der

verschiedenen GC auf den Transporter.
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Abb. 3: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*H]DA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in SK-N-SH-Zellen
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Abb. 4: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [BH]NA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in SK-N-SH-Zellen

Verglichen mit den zuvor dargestellten Ergebnissen der OCT3-Messreihen
(3.3.1), zeigt sich in den Abb. 3 und 4 ein deutlich geringerer Einfluss der GC
auf die Katecholaminaufnahme.

Unter Zugabe von Hydrocortison wurden Werte zwischen 19% und 24%
Hemmung auf die Dopaminaufnahme (Abb. 3) registriert. Allerdings zeigte sich

kein wesentlicher Kurvenanstieg, je héher die Konzentration gewahlt wurde.
Auch Inhibition  bei

Hochstkonzentration von 1x10°mol/l registriert werden. Hier schwankten die

unter Prednisolon konnte keine starkere der
Messwerte um einen Mittewert von 36%. Lediglich Dexamethason nahm bei der
niedrigsten Konzentration von 1x107"mol/l keinen inhibitorischen Einfluss auf die
[BH]DA-Aufnahme und zeigte erst bei der Maximalkonzentration eine Hemmung
von 31%.

Die Noradrenalinaufnahme (Abb. 4) wurde im Vergleich zur Dopaminaufnahme
Die bei

Minimalkonzentration von 1x10”mol/l unter Einfluss aller getesteten GC

noch  geringer  beeinflusst. Hemmwirkung  betrug der

ausschlieBlich 10-13%. Prednisolon erreichte einmalig eine Inhibition von 20%
(1x10°mol/l), welche schlieBlich wieder auf 0% Hemmung sank. Auch unter
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Zugabe von Hydrocortison und Dexamethason lagen alle Messwerte unter 10%

Hemmuwirkung.

3.3.3 Aufnahme von [3H]DA oder [*H]NA in die neuronale Kelly-Zelllinie
unter Einfluss verschiedener Glucocorticoide

Die folgenden Diagramme (Abb. 5 und 6) zeigen die Wirkung der verwendeten
GC auf die Aufnahme von radioaktiv markiertem DA und NA in Kelly-Zellen.

Aus den folgenden Abbildungen wird ersichtlich, dass die Reduktion der
Katecholaminaufnahme und somit die inhibitorische Wirkung der GC auf die
Neuroblastomzellen im Vergleich zu den OCT3-Zellen deutlich geringer war.
Dies entspricht den zuvor dargestellten Ergebnissen der SK-N-SH-Zelllinie
(3.3.2).

Die Gesamtaufnahme der Katecholamine in Prozent lag fir [BH]DA bei 0,92%
und far [BHINA bei 0,66%. Dies weist indirekt auf eine deutlich geringere
NAT-Expression der Kelly-Zelllinie verglichen mit der SK-N-SH-Zelllinien hin.
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Abb. 5: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*H]DA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in Kelly-Zellen
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Abb. 6: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*HJNA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in Kelly-Zellen

Unter Einfluss von Hydrocortison wurde die Aufnahme von [3H]DA (Abb. 5) in

die Kelly-Zellen zwischen 20% und 28% inhibiert. Die Werte unter Einfluss von
Dexamethason lagen zwischen 11% und 23%. Prednisolon zeigte hingegen bei
keiner der gewahlten Konzentrationen eine Hemmwirkung.

Der Einfluss der Inhibitoren auf die [EBHINA-Aufnahme (Abb. 6) war im Vergleich
noch geringer. Ausschlie3lich unter Zugabe von Dexamethason wurde eine

Hemmung von 9% bei einer Konzentration von 1x107 und 1x10°® mol/l erreicht.
Allerdings konnte bei hdheren Konzentrationen kein inhibitorischer Effekt
registriert werden. Unter Prednisolon und Hydrocortison zeigte sich kein
Einfluss.

Insgesamt ergab sich unter Zugabe der verschiedenen GC auch bei den
Kelly-Zellen wie schon bei den SK-N-SH-Zellen ein etwas deutlicherer Einfluss
auf die [*H]DA-Aufnahme im Vergleich zur [3H]NA-Aufnahme.
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3.3.4 Aufnahme von [H]DA oder [*H]JNA in die neuronale
IMR-32-Zelllinie unter Einfluss verschiedener Glucocorticoide

In diesem Abschnitt wird der Einfluss der GC auf die neuronale IMR-32-Zelllinie
graphisch dargestellt.

Die IMR-32-Zelllinie exprimiert im Vergleich zu den anderen verwendeten
Neuroblastomzelllinien die geringste Anzahl des NAT. Dies wird indirekt aus der
radioaktiven Gesamtaufnahme ersichtlich. Diese lag bei 0,4% fur die
[FH]DA-Aufnahme und bei 0,31% fur die [?H]NA-Aufnahme (Kontrollwert
gemessen am 100%-Wert). Insgesamt zeigte sich ebenfalls ein deutlich
geringerer Hemmeffekt der GC auf die IMR-32-Zellen im Vergleich zu den
OCT3-exprimiernenden Zellen (3.3.1). Dies stimmt mit den vorher dargestellten
Messreihen der NAT-exprimierenden SK-N-SH- und Kelly-Zellen Uberein (3.3.2/
3.3.3).
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Abb. 7: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*H]DA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in IMR-32-Zellen
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Abb. 8: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*H]NA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in IMR-32-Zellen

Die verwendeten GC zeigten bis zu einer Konzentration von 1x10°mol/l keinen

Einfluss auf die Dopaminaufnahme (Abb. 7). Ab dieser Konzentration stieg

dann die Hemmung unter Zugabe von Dexamethason auf einmalig 23% und
sank bei der Maximalkonzentration wieder gegen 0%. Unter Zugabe von
Hydrocortison sowie Prednisolon war erst bei 1x10°mol/l eine geringe
Hemmuwirkung zu erkennen (Prednisolon: 22%; Hydrocortison: 7%).

Die Noradrenalinaufnahme (Abb. 8) wurde durch Hydrocortison bei der

Maximalkonzentration von 1x10°mol/l um 16% gehemmt. Unter Zugabe von
Prednisolon konnte hingegen kein inhibitorischer Effekt erzielt werden. Im
Vergleich hierzu nahm Dexamethason einen starkeren Einfluss auf die
[FHINA-Aufnahme und erreichte Hemmwerte von bis zu 35 %.
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3.3.5 Vergleichende Darstellung der Wirkung von Hydrocortison auf
die Aufnahme von [*H]DA oder [*HJNA in die verschiedenen

Zelllinien

In den Abschnitten 3.3.5-3.3.7 liegt der Fokus der graphischen Darstellung auf
jeweils einem einzelnen Hemmstoff und seiner Wirkung auf alle verwendeten
Zelllinien. Die Werte aus den folgenden Messreihen entsprechen den
Messwerten aus 3.3.1-3.3.4. Allerdings wurden Diagramme erstellt, durch
welche ein direkter Vergleich der verschiedenen Zelllinien untereinander
maglich ist. Durch diese Darstellung zeigt sich deutlicher, welche Zelllinie von
dem jeweiligen GC gut gehemmt bzw. nur gering beeinflusst wurde. Des
Weiteren werden die Ergebnisse zur Ubersicht nochmals nach der Stirke des
Hemmeffekis sortiert. Hierbei bedeutet ,>>, ,>“ und ,~ dass ein sehr starker,
ein starker bzw. ein etwa gleicher inhibitorischer Einfluss vorlag.

In den Abb. 9 und 10 wird der Einfluss von Hydrocortison auf die verschiedenen

Zellen dargestellt.
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Abb. 9: Hemmwirkung (in %) von Hydrocortison unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [BH]DA-Aufnahme (f.c.~1x10’mol/l) in verschiedene Zelllinien
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Abb. 10: Hemmwirkung (in %) von Hydrocortison unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [BHJNA-Aufnahme (f.c.~1x10mol/l) in verschiedene Zelllinien

Wie aus den Abb. 9 und 10 ersichtlich, fand unter Einfluss von Hydrocortison
eine deutliche Reduktion sowohl der [SH]DA-Aufnahme als auch der
[BH]NA-Aufnahme in die OCT3-Zelllinie statt. Die Dopaminaufnahme (Abb. 9)
wurde schon bei geringen Konzentrationen des Inhibitors deutlich gehemmt. Bei

der Minimalkonzentration von 1x10”mol/l zeigte sich eine Inhibition von 62%.
Die maximale Hemmung von 82% wurde bei der HOchstkonzentration von
1x10°mol/l erreicht. Hingegen wirkte sich die Zugabe von Hydrocortison
deutlich geringer auf die SK-N-SH- und Kelly-Zellen aus (Hemmeffekt
SK-N-SH-Zellen: 19%-24%; Hemmeffekt Kelly-Zellen: 19%-28%). Somit lag ein
ca. 3-4fach starkerer Einfluss von Hydrocortison auf die extraneuronalen
OCT3-Zellen vor. Bei der IMR-32-Zelllinie lie3 sich keine relevante Reduktion
der Dopaminaufnahme beobachten. Es zeigte sich eine geringe Hemmung von

nur 7% bei der Maximalkonzentration von 1x10°mol/l. Nach Auswertung der
Hemmwirkung von Hydrocortison auf die Dopaminaufnahme ergibt sich somit
folgende Anordnung:
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Hemmung der [BH]DA-Aufnahme in die verschiedenen
Zelllinien nach Applikation von Hydrocortison:

OCT3 >> SK-N-SH ~ Kelly > IMR-32

Die Noradrenalinaufnahme (Abb. 10) wurde in &hnlicher Weise beeinflusst.

Allerdings zeigte sich bei den niedrigen Konzentrationen (1x10°-1x10*mol/l) ein
geringerer Einfluss (Hemmwirkung 6%-15%) auf die OCT3-Zellen. Bei der
verwendeten Maximalkonzentration von 1x10°mol/l ergab sich hingegen eine
Reduktion der [*H]NA-Aufnahme um 73%.

Die NAT-exprimierenden Neuroblastomzelllinien wurden im Vergleich zu den
OCT3-Zellen kaum beeinflusst. Lediglich bei den IMR-32-Zellen konnte

einmalig eine Hemmung von 16% bei der Héchstkonzentration von 1x10mol/|

registriert werden. Somit zeigt sich folgende Anordnung der Zelllinien bezogen
auf den Einfluss des Hydrocortisons auf die [BH]NA-Aufnahme:

Hemmung der [BH]JNA-Aufnahme in die verschiedenen
Zelllinien nach Applikation von Hydrocortison:

OCT3 >> SK-N-SH ~ Kelly ~ IMR-32

3.3.6 Vergleichende Darstellung der Wirkung von Prednisolon auf die
Aufnahme von [3H]DA oder [*H]JNA in die verschiedenen

Zelllinien
In den folgenden Diagrammen (Abb. 11 und 12) wird die Auswirkung von

Prednisolon auf die extraneuronalen OCT3-Zellen und die verschiedenen

Neuroblastomzelllinien veranschaulicht.

51



107 108 107 104 10

100% - HHH——
90% -
80% -
0
70% G
60%
e SK-N-SH
50%
—— Kelly
40%
i |MR-32

30%
20%
10%

0%

107 10 10-° 104 10

Abb. 11: Hemmwirkung (in %) von Prednisolon unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*BH]DA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in verschiedene Zelllinien
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Abb. 12: Hemmwirkung (in %) von Prednisolon unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*BH]NA-Aufnahme (f.c.~1x10mol/l) in verschiedene Zelllinien
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Wie aus den Abb. 11 und 12 ersichtlich, zeigte sich der starkste Einfluss von
Prednisolon auf die Katecholaminaufnahme bei der OCT3-Zelllinie. Es ergab
sich sowohl bei der [BH]DA- als auch bei der [*H]NA-Aufnahme ein mit
zunehmender Konzentration ansteigender Hemmeffekt. Hingegen wurden die
Neuroblastomzelllinien nur gering beeinflusst.

Bei der [BH]DA-Aufnahme (Abb. 11) in die OCT3-Zellen lief3 sich schon ab einer

Konzentration von 1x10°mol/l eine Hemmung von 59% im Vergleich zum

Kontrollwert ohne Inhibitor erkennen. Bei der hoéchsten Konzentration von
1x10°3mol/l wurde ein Hemmeffekt von 75% erreicht. Der starkste Einfluss auf
die Neuroblastomzelllinien konnte bei den SK-N-SH-Zellen registriert werden.

Hier bewegten sich die Messwerte zwischen 32% (1x10°mol/l) bis 44%
(1x10°mol/l). Hingegen zeigte sich bei den Kelly-Zellen kein Einfluss durch
Prednisolon. Bei den IMR-32-Zellen konnte bei 1x10°mol/l eine Inhibiton von

22% nachgewiesen werden.

Hemmung der [BH]DA-Aufnahme in die verschiedenen
Zelllinien nach Applikation von Prednisolon:

OCT3 >> SK-N-SH > Kelly ~ IMR-32

In den [BHINA-Aufnahmeversuchen zeigte sich ebenfalls eine deutlich starkere

Hemmwirkung von Prednisolon auf die OCT3-Zellen im Vergleich zu den
Neuroblastomzelllinien (Abb. 12). Bei der extraneuronalen Zelllinie konnte eine
konzentrationsabhéngige Reduktion der Aufnahme um bis zu 78% (1x10°mol/l)

nachgewiesen werden. Hingegen ergab sich bei den SK-N-SH-Zellen eine

maximale Hemmung von 20% bei einer Konzentration 1x10°mol/l. Bei den
Kelly- sowie den IMR-32-Zellen zeigte sich kein wesentlicher inhibitorischer
Effekt.

Hemmung der [BH]JNA-Aufnahme in die verschiedenen
Zelllinien nach Applikation von Prednisolon:

OCT3 >> SK-N-SH > Kelly ~ IMR-32
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3.3.7 Vergleichende Darstellung der Wirkung von Dexamethason auf
die Aufnahme von [3H]DA oder [3H]NA in die verschiedenen

Zelllinien

Dieser Abschnitt veranschaulicht den Einfluss von Dexamethason auf die

extraneuronale OCT3-Zelllinie und die verschiedenen Neuroblastomzelllinien.
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Abb. 13: Hemmwirkung (in %) von Dexamethason unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*BH]DA-Aufnahme (f.c.~1x10mol/l) in verschiedene Zelllinien
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Abb. 14: Hemmwirkung (in %) von Dexamethason unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [BH]NA-Aufnahme (f.c.~1x10mol/l) in verschiedene Zelllinien

Dexamethason zeigte ebenfalls eine deutliche Hemmung der
[*H]DA-Aufnahme (Abb. 13) in die OCT3-Zellen. Bei der Maximalkonzentration
von 1,5x10*mol/l wurde eine Reduktion der Aufnahme von 66% gemessen

werden. Die Neuroblastomzelllinien wurden in einem geringeren Umfang

beeinflusst. Bei den SK-N-SH-Zellen wurde ein maximaler Hemmeffekt von

31% regqistriert. Die Messwerte der Kelly-Zellen lagen zwischen 24% und 11%.
Somit lieB sich ein 2-3fach starkerer Effekt auf die extraneuronalen Zellen
dokumentieren.  Auf die [(H]DA-Aufnahme in die IMR-32-Zelllinie nahm

Dexamethason kaum Einfluss. Hier konnte einmalig eine Hemmung von 23%

bei einer Konzentration von 1x10™*mol/l verzeichnet werden. Die sonstigen

Werte lagen bei 0% Hemmung.

Hemmung der [BH]DA-Aufnahme in die verschiedenen
Zelllinien nach Applikation von Dexamethason:

OCT3 >> SK-N-SH ~ Kelly > IMR-32
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Auch bei der Noradrenalinaufnahme (Abb. 14) zeigte sich unter Zugabe von

Dexamethason der deutlichste Effekt bei den OCT3-Zellen. Es kam hierbei zu
einer konzentrationsabhangigen Hemmwirkung bis zu 59% (1,5x10*mol/l). Die
Neuroblastomzelllinien wurden wesentlich geringer beeinflusst. Die starkste
Hemmwirkung zeigte sich bei der IMR-32-Zelllinie. Es lie3 sich eine Inhibition

von bis zu 35% (1x10°mol/l und 1x10™“mol/l) registrieren. Der Einfluss auf die

SK-N-SH- und die Kelly-Zellen war deutlich geringer (Hemmeffekt <10%).

Hemmung der [BH]NA-Aufnahme in die verschiedenen
Zelllinien nach Applikation von Dexamethason:

OCT3 >> IMR-32 > SK-N-SH ~ Kelly

3.4 Hauptversuche

Der konzentrationsabhéngige Einfluss der verschiedenen GC auf die Aufnahme
von Tritium markierten Katecholaminen wurde in den Screeningversuchen
dargestellt. Diese Ergebnisse sollten in den Hauptversuchen bestatigt und
statistisch ausgewertet werden.

Anhand der Screeningversuche konnte ein guter Effekt der GC bei einer
Konzentration von 1x10™“mol/l ermittelt werden. In diesem Bereich zeigte sich
ein geringer Einfluss auf die Neuroblastomzelllinien, wahrend eine deutliche
Reduktion der Aufnahme in die OCT3-Zellen registriert werden konnte. Somit
wurde in den Hauptversuchen ausschlieBlich eine GC-Konzentration von
1x10™*mol/l genutzt. Als geeignete Inhibitoren fiir einen optimalen Hemmeffekt
haben sich Hydrocortison und Prednisolon erwiesen. Diese GC zeigten im
Vergleich zu Dexamethason eine insgesamt starkere Hemmwirkung auf die
OCT3-exprimierenden Zellen. Des Weiteren wurden fiir die Hauptversuche
OCT3-, SK-N-SH- und Kelly-Zellen verwendet. Die IMR-32-Zelllinien wurde
aufgrund der geringeren NAT-Expression vernachlassigt (NAT-Expression:
SK-N-SH > Kelly > IMR-32; 3.3.2-3.3.4). Die Versuchsdurchfiihrung entsprach
weitestgehend den Screeningversuchen (2.2.2). Allerdings wurden 3
unterschiedliche Passagezahlen der jeweiligen Zelllinien an 3 verschiedenen
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Tagen verwendet. Weiterhin wurden im Gegensatz zu den Doppelmessungen
der Screenigversuche 3 Werte pro Zelllinie und Versuchstag bestimmt. Somit
standen insgesamt 9 Messwerte pro Zelllinie fur die Mittelwertberechnung zur
Verfagung. Die getesteten Zellen wurden ebenfalls in Zentrifugenréhrchen
gesammelt und im Wasserbad (37°C) mit den Inhibitoren sowie [3H]DA bzw.
[BHINA (f.c.~1x10”mol/l) fiir 15min inkubiert.

In den folgenden Graphiken ist auf der Ordinate die radioaktive Aufnahme in die
verschiedenen Zelllinien in Prozent aufgetragen. Die Aufnahmewerte wurden in
Bezug zum 100%-Wert gesetzt und errechnet (2.2.3). Der 100%-Wert
entspricht dem ermittelten cpm-Wert des jeweils insgesamt angebotenen
BH]DA bzw. [PH]NA in 500ul TritonX-100 (2.2.2.8). Fir die statistische
Auswertung wurde die Standardabweichung berechnet und ein zweiseitiger,
gepaarter t-Test durchgefthrt. Mittels p-Wert lie3 sich eine Aussage Uber die
statistische Signifikanz beziglich des Hemmeffektes treffen. Zur graphischen
Darstellung diente das Programm GraphPad Prism 5 (Graphpad Software,

Inc.).

3.4.1 Aufnahme von radioaktiv markierten Katecholaminen unter
Einfluss von 1x10mol/l Hydrocortison und Prednisolon in die
OCT3-exprimierende HEK293-Zelllinie

Die folgenden Graphiken (Abb. 15+16) zeigen die Inkorporation von [*H]DA
bzw. [*H]NA in die extraneuronale OCT3-exprimierende HEK293-Zelllinie. Die
radioaktive Aufnahme ist hierbei prozentual zu der insgesamt angebotenen

Radioaktivitat (100%-Wert) angegeben. In jeweils 3 Messungen an 3
verschiedenen Versuchstagen wurde der Einfluss von 1x10“*mol/l
Hydrocortison sowie Prednisolon getestet und in Saulendiagrammen im
Vergleich zu den Messungen ohne Inhibitor dargestellt. Der p-Wert gibt die
statistische Signifikanz der Messungen an. Dabei gilt: p > 0,05 = nicht
signifikant (n.s.); p < 0,05 = signifikant und p < 0,001 = hochsignifikant.
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Abb. 15: [?H]DA-Aufnahme in % (f.c.~1x10"mol/l) in 1x10° OCT3-Zellen ohne Inhibitor
und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10™“mol/l)

Ohne _Inhibitor lag die [(H]DA-Aufnahme (Abb. 15) in die OCT3-Zellen bei
0,71% + 0,12%. Unter Einfluss von 1x10“*mol/l Hydrocortison sank die

Inkorporation statistisch hochsignifikant auf 0,37% * 0,07%. Ebenso reduzierte
sich der Wert durch die Zugabe von Prednisolon statistisch hochsignifikant auf
0,36% + 0,06.
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Abb. 16: [*H]NA-Aufnahme in % (f.c.~1x10"mol/l) in 1x10° OCT3-Zellen ohne Inhibitor
und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10“*mol/l)

Auch die [PBH]NA-Aufnahme (Abb. 16) in die OCT3-Zellen wurde durch die
Applikation der GC statistisch hochsignifikant gesenkt. So lag diese ohne
Inhibitor bei 1,04% * 0,32. Unter Einfluss von Hydrocortison sank sie auf 0,34%
+ 0,07 bzw. auf 0,36% + 0,06 nach Zugabe von Prednisolon.

3.4.2 Aufnahme von radioaktiv markierten Katecholaminen unter
Einfluss von 1x10mol/l Hydrocortison und Prednisolon in die
neuronale SK-N-SH-Zelllinie

In den Abb. 17+18 ist der Einfluss der GC auf die Katecholaminaufnahme in die
NAT-exprimierende SK-N-SH-Zelllinie dargestellt. Diese Zelllinie exprimiert im

Vergleich zu den ebenfalls getesteten Kelly-Zellen eine héhere Anzahl des
NAT.
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Abb. 17: [*H]DA-Aufnahme in % (f.c.~1x10"mol/l) in 1x10° SK-N-SH-Zellen ohne
Inhibitor und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)

Abb. 17 stellt die [BH]DA-Aufnahme in die SK-N-SH-Zellen dar. Ohne Inhibitor
wurde ein Wert von 7,08% = 1,3 erreicht. Die Ergebnisse unter Einfluss der GC

zeigten keine signifikante Hemmung der [BH]DA-Aufnahme. So lagen die Werte
mit 8,34% = 1,7 unter Zugabe von Hydrocortison und 8,16% + 1,68 unter

Zugabe Prednisolon sogar Uber der urspringlichen Messung ohne Inhibitor.
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Abb. 18: [*HINA-Aufnahme in % (f.c.~1x10"mol/l) in 1x10° SK-N-SH-Zellen ohne
Inhibitor und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)

Ahnlich wie bei der [*H]DA-Aufnahme zeigte sich bei der [*HJNA-Aufnahme
keine signifikante Hemmung der radioaktiven Inkorporation unter GC-Einfluss.
Stattdessen konnten Messwerte registriert werden, welche Uber dem
urspringlichen Wert ohne Inhibitor lagen. Es ergab sich unter Zugabe von
Hydrocortison eine Aufnahme von 6,55% + 2,33 und unter Prednisolon-Einfluss
ein Wert von 6,68% + 1,44. Der Wert ohne Inhibitor betrug 5,74% + 1,88.

3.4.3 Aufnahme von radioaktiv markierten Katecholaminen unter
Einfluss von 1x10™mol/l Hydrocortison und Prednisolon in die
neuronale Kelly-Zelllinie

Im Folgenden sind die Ergebnisse der NAT-exprimierenden Kelly-Zellen unter

Zugabe von 1x10*mol/l Hydrocortison bzw. Prednisolon dargestellt.
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Abb. 19: [2H]DA-Aufnahme in % (f.c.~1x10"mol/l) in 1x10° Kelly-Zellen ohne Inhibitor
und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10“*mol/l)

Wie aus Abb. 19 ersichtlich, kam es zu keiner signifikanten Reduktion der
[EH]DA-Aufnahme in die Kelly-Zelllinie unter Zugabe der GC. Der Wert ohne
Inhibitor lag bei 0,51% % 0,09. Unter Einfluss von Hydrocortison wurde ein Wert

von 0,44% = 0,14 ermittelt. Die Messungen nach der Zugabe von Prednisolon
ergaben eine [*H]DA-Aufnahme von 0,53% + 0,23.
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Abb. 20: [*H]NA-Aufnahme in % (f.c.~1x10”mol/l) in 1x10° Kelly-Zellen ohne Inhibitor
und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)

Auch die [?BH]NA-Aufnahme (Abb. 20) in die Kelly-Zellen wurde unter Einfluss
der GC nicht signifikant reduziert. Ohne Inhibitor konnte eine Inkorporation von

0,5% * 0,06 ermittelt werden. Die Werte unter Einfluss der GC lagen bei 0,48%
+ 0,29 fur Hydrocortison sowie bei 0,48% + 0,09 fur Prednisolon.

3.4.4 Vergleich der Aufnahme von [3H]JDA und [PHJNA in die
verschiedenen Zelllinien unter Einfluss von 1x10“*mol/l

Hydrocortison und Prednisolon

Zusammenfassend werden nun die zuvor beschriebenen Ergebnisse der
[BH]DA- und [BH]NA-Aufnahme in die verschiedenen Zelllinien unter Einfluss von
Hydrocortison und Prednisolon im direkten Vergleich zueinander dargestellt.
Weiterhin werden die verschiedenen Zelllinien bezliglich der radioaktiven

Gesamtaufnahme miteinander verglichen. Somit kann u.a. eine indirekte
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Aussage Uber die NAT-Expression der verwendeten Neuroblastomzelllinien
gegeben werden.
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Abb. 21: Aufnahme von [2H]DA in 1x10° OCT3-, SK-N-SH- oder Kelly-Zellen ohne
Inhibitor und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)

Ohne Inhibitor wurden 0,71% + 0,12 des insgesamt angebotenen [3H]DA in die
OCT3-Zellen aufgenommen (Abb. 21). Fir die SK-N-SH-Zellen wurde ein Wert
von 7,08% = 1,3 ermittelt. Die Kelly-Zellen inkorporierten 0,51% + 0,09 des
angebotenen [BH]DA. Somit ergab sich fir die SK-N-SH-Zellen eine ~10-fach
héhere [BH]DA-Aufnahme im Vergleich zu den OCT3-Zellen. Verglichen mit den
Kelly-Zellen zeigte sich eine ~14-fach hdhere radioaktive Aufnahme in die

SK-N-SH-Zellen. Hieraus ergibt sich folgende Reihenfolge fiir die
[BHIDA-Aufnahme:

Gesamtaufnahme von [3H]DA ohne Einfluss eines Inhibitors:

SK-N-SH >> OCT3 > Kelly
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Nach Zugabe der GC verringerte sich die radioaktive Dopaminaufnahme in die

OCT3-Zellen statistisch hoch signifikant. Unter Einfluss von Hydrocortison

wurde ein Aufnahmewert auf 0,37% * 0,12 ermittelt. Dies bedeutet eine
effektive Reduktion der [(H]DA-Aufnahme um ca. die Halfte. Nach Applikation
von Prednisolon sank der Wert auf 0,36% * 0,05. Im Gegensatz hierzu zeigte

sich bei den Neuroblastomzelllinien unter GC-Einfluss keine statistisch

signifikante Hemmung.
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Abb. 22: Aufnahme von [2HINA in 1x10° OCT3-, SK-N-SH- oder Kelly-Zellen ohne
Inhibitor und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)

Die [*H]NA-Aufnahme in die OCT3-Zelllinie lag ohne Inhibitor bei 1,04% * 0,32
(Abb. 22). Folglich zeigte sich im Vergleich zu der [*H]DA-Aufnahme (0,71% *
0,12; Abb. 21) eine 1,5-fach starkere Inkorporation von [BHINA in die
OCT3-Zelllinie. Unter Einfluss von Hydrocortison sank die Aufnahme statistisch
hochsignifikant auf 0,34% + 0,07 bzw. auf 0,36% % 0,06 nach Zugabe von
Prednisolon. Somit ergab sich ein deutlicherer Hemmeffekt auf die
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[FHINA-Aufnahme verglichen mit der [*H]DA-Aufnahme (Reduktion der
[FHINA-Aufnahme um ~2/3 vs. Reduktion der [*H]DA-Aufnahme um ~1/2).

Die SK-N-SH-Zellen nahmen ohne Inhibitor 5,74% % 1,9 des urspringlich
angebotenen [BH]NA auf, wahrend die Kelly-Zellen eine Inkorporation von 0,5%

t+ 0,06 zeigten. Es ergibt sich somit folgende Reihenfolge hinsichtlich der

[BHINA-Gesamtaufnahme in die verschiedenen Zelllinien:

Gesamtaufnahme von [3H]NA ohne Einfluss eines Inhibitors:

SK-N-SH >> OCT3 > Kelly

AbschlieBend wird nochmals gesondert auf das Aufnahmeverhalten der
verschiedenen Zelllinien gegeniiber [°H]DA und [°H]NA eingegangen (Tab. 6).
Hierdurch kann indirekt auf die Affinitdt der Transporter gegenlber den
verschiedenen Katecholaminen riickgeschlossen werden.

Die [*H]DA-Aufnahme ohne Inhibitor lag fir die SK-N-SH-Zelllinie um ~1,5%
hoéher als die [BH]JNA-Aufnahme (7,1% + 1,3 [?BH]DA-Aufnahme vs. 5,74% + 1,9
[BH]NA-Aufnahme). Die Kelly-Zellen nahmen im Vergleich etwa gleich viel
radioaktiv markiertes DA wie NA auf (0,51% + 0,1 [BH]DA-Aufnahme vs. 0,5% +
0,06 [(H]NA-Aufnahme). Die OCTS3-exprimierende HEK293-Zelllinie zeigte
hingegen eine starkere Noradrenalinaufnahme verglichen mit der
Dopaminaufnahme (1,04% + 0,32 [*H]NA-Aufnahme vs. 0,71% + 0,12
[BH]DA-Aufnahme). Somit ergibt sich indirekt eine hdhere Affinitat des NAT

gegenlber Dopamin sowie des OCT3 gegenlber Noradrenalin

Tab. 6: Vergleich der Gesamtaufnahme von [H]DA und [H]NA in die verschiedenen
Zelllinien

Zelllinien [*H]DA-Aufnahme vs. [*H]NA-Aufnahme
OCT3 <
SK-N-SH >
Kelly ~
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4 Diskussion

In der Neuroblastomdiagnostik und —therapie wird radioaktiv markiertes mIBG
zur Darstellung (['?®[lmIBG) und Therapie (['*'llmIBG) des Tumors eingesetzt.
Als neuere Substanz wird 6-['®F]FDA diskutiert, welches u.a. in der
Ph&ochromozytomdarstellung zur Anwendung kommt und daher auch zukiinftig
ndtzlich in der Diagnostik des Neuroblastoms sein kdnnte (72, 194). Allerdings
liegen bezlglich des Neuroblastoms bisher noch wenige klinische Daten vor
(68-71). 6-FDA kann Uber den NAT und den DAT in Zellen des sympathischen
Nervensystems aufgenommen werden, da es DA strukturell &hnelt. Der
Transport von mIBG hingegen geschieht ahnlich dem NA primar Gber den NAT.
Als stérender Nebeneffekt der mIBG-Applikation erweist sich allerdings die
zusatzliche Aufnahme der Substanz in tumorfremdes Gewebe (4-6, 62, 195). In
nicht tumordsen Gewebe werden die Substanzen zum GroBteil Gber organische
Kationentransporter (OCT1, OCT2, OCT3) aufgenommen. Diese Aufnahme
wurde u.a. in verschiedenen Versuchen im Rahmen der Dissertationen von
Bayer und von Sauer nachgewiesen (8, 76). In geringem Maf spielt auch eine
passive, transmembranare Diffusion eine Rolle. Da dieser Anteil der Aufnahme
allerdings sehr gering ist und die Diffusionsrate aufgrund des vergleichbaren
Aufbaus der Zellmembranen verschiedener Zelllinien dhnlich sein wird, konnte
diese Tatsache zur Interpretation der Ergebnisse auBBer Acht gelassen werden
(10, 74).

Weiterhin zeigte Bayer et al. in Aufnahmeversuchen, dass der Transport von
Katecholaminen und Katecholamin-&hnlichen Substanzen wie mIBG in
OCT-exprimierende Zellen durch das Corticosteroid Corticosteron reduziert
werden kann. Im Gegensatz hierzu war der Hemmeffekt auf NAT-exprimierende
Zelllinien deutlich geringer (7). Da der OCT und der NAT um das gleiche
Substrat konkurrieren, bedeutet eine Inhibition der Aufnahme Gber den OCT im
Ruckschluss eine relative Steigerung der Inkorporation zugunsten der

Tumorzellen. Dieser Effekt kdnnte somit genutzt werden, um eine bessere
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Bildgebung zu erhalten, was die Diagnostik des Neuroblastoms verbessern
wirde.

Um den Gedanken auszuweiten, wurde in dieser Arbeit die Wirkung weiterer,
klinisch zugelassener GC auf die [?H]NA- und [?H]DA-Aufnahme in OCT3- und
NAT-exprimierende Neuroblastomzelllinien evaluiert. Aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit der verwendeten Katecholaminen gegeniiber mIBG und 6-FDA,
eigneten sich diese Substanzen gut, um Zellkulturversuche als Grundlage fir
spatere Tierversuche durchzufiihren. Bei den verwendeten GC wurden 3
Substanzen dieser Wirkstoffgruppe ausgewahlt, welche jeweils eine
unterschiedliche HWZ und Wirkstéarke besitzen (Hydrocortison < Prednisolon <
Dexamethason) (172). Diese GC kommen in der Pé&diatrie bei vielen
Erkrankungen u.a. wegen ihren immunsuppressiven Eigenschaften zum
Einsatz.

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Aufnahmeversuche analysiert und
in Bezug zu bereits vorhandener Literatur gesetzt. Zuvor wird jedoch auf die
Versuchsbedingungen eingegangen, da diese von groBer Bedeutung fir die
Beurteilung der Ergebnisse sind. Das Ziel von in-vitro Versuchen ist es, die
Bedingungen so zu (gestalten, dass sie mdoglichst realistisch den
Vorrausetzungen im Organismus entsprechen. Dennoch muss bei der
Betrachtung der Versuche immer berlcksichtigt werden, dass eine identische
Uberfiihrung von Zellkulturversuchen auf in-vivo Versuche nicht méglich ist. So
kann es beispielsweise bei in-vivo Messungen durch die Verteilung der
Substanzen im Kérper zu einem Verdinnungseffekt kommen, welcher eine

erneute Konzentrationsbestimmung erfordert (8).

4.1 Versuchsbedingungen

4.1.1 Kontamination von Zellkulturen

Bei der Arbeit mit Zellkulturen ist besonders auf ein steriles und sauberes
Arbeiten zu achten. Im Rahmen der Screeningversuche kam es (ber einen
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langeren Zeitraum immer wieder zu einem Pilzbefall.

Die Kontamination flhrte letztendlich dazu, dass ein erheblicher Teil, der fur die
Versuche kultivierten Zellen, fir die Identifizierung und Beseitigung dieser
Storeffekte aufgewendet werden musste.

Erstmals trat der Befall bei der OCT3-exprimierenden HEK293-Zelllinie auf. Die
kontaminierten Flaschen wurden sofort entsorgt und der Brutschrank
desinfiziert. Nach erneutem Auftauen von eingefrorenen Zellen war die Kultur
nach einer Latenz von einigen Tagen wieder befallen. Aufgrund der leicht
gedffneten Flaschendeckel konnten sich die Sporen im Schrank méglicherweise
auf die anderen hierin befindlichen Kulturen ausbreiten. Trotz regelmaBiger
Reinigung und Desinfektion des Brutschrankes und der Sterilbank trat das
Problem immer wieder auf. Letztendlich wurde die Kontaminationsquelle nicht
gefunden.

Der Ursprung einer Kontamination kann vielfaltig bedingt sein. So kann es u.a.
durch den Menschen selbst sowie durch verwendete Medien und
Verbrauchsmaterialien wie beispielsweise Kulturflaschen oder
Zentrifugenrdéhrchen zu Verunreinigungen kommen.

Die Zellkulturen wurden schlieBlich mit einem Antimykotikum behandelt,
welches den Pilzbefall aufhielt. Hieran lie3 sich erkennen, wie schwierig es ist
wieder sterile Arbeitsbedingungen bei einer einmal kontaminierten Umgebung
herzustellen.

Neben den Pilzen gibt es verschiedene andere Moglichkeiten der
Kontamination. Hierzu gehdren ein breites Spektrum an viralen Erregern,
Bakterien einschlieBlich Mykobakterien und anderen Zelllinien (196).

Generell sind Bakterien die hdufigsten Kontaminanten. Die Generationszeit liegt
oft unter einer Stunde. Hinweise auf eine mégliche Kontamination geben eine
Tribung des Mediums sowie das mikroskopische Bild. Durch einen
antibiotischen Zusatz im Kulturmedium wie Penicillin-Streptomycin wird das
Wachstum meist verhindert. Eine Sonderform der bakteriellen Kontamination
nehmen die Mykoplasmen ein. Mykolplasmen besitzen keine Zellwand und
kénnen nicht mikroskopisch identifiziert werden. Weiterhin zeigt sich keine
Tribung des Mediums, weshalb eine Kontamination lange unerkannt bleibt. Die
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Bakterien fuhren allerdings im Verlauf zu einer Beeintrachtigung der
Zellproliferation. Es wird davon ausgegangen, dass bei 15-35% aller Zelllinien
eine Kontamination mit Mykoplasmen vorliegt, weshalb dies regelmaRig
getestet werden sollte (197). Eine gangige Nachweismethode ist hierbei die
PCR (198, 199).

4.1.2 Einsatz von radioaktiv markierten Katecholaminen als
['*1lmIBG- und 6-['®F]FDA-Analoga

Die Versuche wurden mit den radioaktiv markierten Katecholaminen [EH]NA
bzw. [BH]DA durchgefihrt, da mIBG und 6-FDA nicht verfigbar waren. In
PET-Zentren wird bisher nur 6-['®F]JFDOPA eingesetzt. Durch enzymatische
Decarboxylierung entsteht aus dieser Substanz 6-['®F]FDA (200). Allerdings hat
sich eine routineméaBige Herstellung des Pharmakons noch nicht etabliert. Dies
liegt u.a. an der kurzen HWZ von F (~109 min). Somit ist das Isotop im
Vergleich zu beispielsweise '?| (13 h) und ®'l (8,2 Tage) sehr instabil (60). Z.
Kugi konnte allerdings in einer Versuchsreihe mit Kelly-Zellen eine schnelle
Synthese innerhalb von 10 min von 6-['®F]FDOPA zu 6-['®F]FDA etablieren.
Unter diesen Bedingungen kénnte eine kiinftige Herstellung von 6-['®F]JFDA
moglich sein (unverdffentlichte Ergebnisse von Kugi). Auch das in der
Neuroblastomdiagnostik und Therapie genutzte mIBG war fir die in vitro
Aufnahmeversuche nicht praktikabel, u.a. bedingt durch die geringe HWZ (s.0.).
[BH]NA bzw. [2H]DA stellen aufgrund der beschriebenen strukturellen Ahnlichkeit
zu mIBG und FDA eine gute Alternative als ,Ersatzsubstrate“ dar. Fur die
Versuche wurde durchgehend eine Konzentration von 1x107mol/l fir [BHINA
und [BH]DA gewahlt, da sich diese in der Dissertation von Bayer, welche eine
ahnliche Fragestellung behandelte, als geeignet erwiesen hat (7, 8).

Im direkten Vergleich der Aufnahme von [EHINA und [?H]DA in die
verschiedenen getesteten Zelllinien konnten wesentliche Unterschiede
beziglich der Substrataffinitat quantifiziert werden. So nahm in den statistisch
ausgewerteten Hauptversuchen v.a. die NAT-exprimierende SK-N-SH-Zelllinie
deutlich mehr DA im Vergleich zu NA auf (3.4.2). In der Literatur wird ebenfalls
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eine etwas hdéhere Affinitdt des NAT gegenlber DA beschrieben (106, 170).
Weiterhin kann diesbezlglich die mdgliche Expression des DAT auf dieser
Neuroblastomzelllinie in Betracht gezogen werden. In unveréffentlichten
Studien von Ballweg und Kugi gelang es, ein schwaches Signal des DAT auf
den SK-N-SH-Zellen zu registrieren (unveréffentlichte Ergebnisse von Ballweg
et al.). Da der DAT substratspezifisch flir DA ist, kénnte eine mdgliche
Expression des Transporters zusatzlich zu einer vermehrten [?H]DA-Aufnahme
in die SK-N-SH-Zelllinie fhren. Allerdings konnte eine Genexpression des DAT
in anderen Studien bisher nicht nachgewiesen werden (201). Somit gibt es
keine eindeutigen Beweise dafir, dass der DAT auf den Neuroblastomzellen
exprimiert wird.

Bei den OCT3-Zellen wurde im Gegensatz zu den Neuroblastomzelllinien eine
vermehrte [BH]NA-Aufnahme registriert (3.4.1). Diese héhere Affinitat des OCT3
gegenuber NA wird ebenfalls in der Literatur beschrieben (9, 113).

Um die Bedeutung der Ergebnisse in Bezug zur Neuroblastomdiagnostik zu
setzen, mussen diese auf die Anwendung von mIBG bzw. 6-FDA transferiert
werden. Das bisher szintigraphisch genutzte mIBG zeichnet sich durch eine
Aufnahme &hnlich dem NA Uber den NAT aus. Der Transport Gber den DAT
und den 5-HTT ist hingegen weniger wahrscheinlich (202). 6-FDA wird genau
wie sein Analogon DA Uber den NAT und den DAT inkorporiert (3, 74, 75, 201).
Die Affinitdt des NAT gegenidber DA ist im Vergleich zu NA gréBer. Somit
misste im Umkehrschluss der Einsatz von 6-['®F]FDA verglichen mit der
Verwendung von mIBG zu einer starkeren Aufnahme des Tracers in die
Neuroblastomzellen fuhren. Weiterhin wirde sich der beschriebene Aspekt
einer moglichen DAT-Expression auf den Neuroblastomzellen ebenfalls zu
Gunsten einer vermehrten 6-FDA-Inkorporation auswirken. In Bezug auf die
OCTS3-Zellen, welche eine héhere Affinitdt gegentiber NA aufweisen, wiirde ein
Einsatz von 6-['®F]FDA somit eine geringe Aufnahme im Vergleich zu dem
routineméaBig genutzten ['?®IlmIBG bedeuten. Da die Tracer-Aufnahme (iber
den OCT3 einen unerwinschten Nebeneffekt darstellt, koénnte auch
diesbezlglich 6-FDA gegentiber mIBG Uberlegen sein. Diese Annahme setzt
jedoch voraus, dass die in Kombination getesteten GC die Aufnahme von
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PFHIDA und [PHINA bzw. von mIBG und 6-FDA in die OCT3-Zellen
gleichermafen reduzieren. Allerdings zeigten Hydrocortison und Prednisolon
einen starkeren inhibitorischen Effekt auf die [BH]NA-Aufnahme im Vergleich zu
der [3H]DA-Aufnahme. Wie in 3.4.1 aufgefihrt, wird die Inkorporation von
[PHINA in die OCT3-Zellen unter GC-Einfluss auf fast 1/3 des Ausgangswertes
reduziert, wahrend sich die Messwerte von [*H]DA nur halbieren. Die
Applikation von Hydrocortison bzw. Prednisolon fuhrt letztendlich, trotz initial
starkerer [BH]NA-Aufnahme ohne Inhibitor, zu einem &hnlichen Resultat
bezlglich der Gesamtaufnahmen beider Katecholamine in die OCT3-Zellen.
Somit relativiert sich unter Einfluss von GC die oben beschriebene Hypothese.
Zusammenfassend lasst sich jedoch unter GC-Zugabe eine starkere
[BH]DA-Aufnahme in die SK-N-SH-Zellen, bei gleichwertigem Resultat der
[FH]DA- bzw. [BH]NA-Aufnahme in die OCT3-Zellen, festhalten. Dies unterstitzt
die Annahme, dass das DA-Analogon 6-FDA eine Alternative zu mIBG sein

kdonnte.

4.1.3 Inkubationspuffer und Inkubationszeit

Der pH-Wert des Inkubationspuffers sollte als Anndherung an die
physiologischen Bedingungen bei ca. 7,4 liegen. Da Wasser in Kontakt zu CO»
Protonen bildet (CO2 + H20 — H,CO3; «+» HCO3 + HY), die zu einem Absinken
des pH-Wertes flhren, war es wichtig, dass die Versuche mdglichst rasch (15
min Inkubationszeit) und unter Raumluft durchgefihrt wurden. Demnach wirkte
eine Konzentration von 0,03% CO», bei Raumluft, statt eine mit 0,5% CO»
angereicherte Luft aus dem Brutschrank, auf den Puffer ein. Hierdurch durfte
davon ausgegangen werden, dass es unter diesen Bedingungen kaum zu
einem Einfluss auf den pH-Wert kam.

Die gewdhlte Inkubationszeit in den Aufnahmeversuchen lag bei 15 min. Dieser
Parameter wurde aufgrund von vorherigen Studien gewahlt. Bayer zeigte in
zeitabhangigen [°H]NA- und [°H]DA-Aufnahmeversuchen, dass es zu einem
stetigen Anstieg der Aufnahme innerhalb von 30 min in die SK-N-SH- und
OCT3-Zellen kommt (8). Allerdings ist es, wie Bayer schon in ihrer Arbeit
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beschrieb, unklar, ob sich eine Sattigung auch bei anderen Zelllinien erst nach
dieser Zeit einstellt. Damit eine ausreichende Aufnahme gewéhrleistet wurde,
wurde in Anlehnung an die Ergebnisse von Bayer ebenfalls eine Inkubationszeit

von 15 min gewahlt.

4.1.4 Glucocorticoide

In dieser Arbeit wurde mittels verschiedener GC der inhibitorische Effekt auf die
Katecholaminaufnahme in neuronale und extraneuronale Zelllinien getestet. Im
Verlauf der molekulargenetischen Erforschung des OCT1+2 sowie des OCT3
wurden verschiedene Hemmstoffe dieser extraneuronalen Transportsysteme
aufgedeckt, zu welchen auch Corticosteron gehért (10, 11, 113, 119). Dies
bestatigte Bayer in ihren Aufnahmeversuchen (8). Der Einfluss des GC zeigte
eine deutliche Reduktion der Katecholaminaufnahme in die extraneuronale
OCT3-exprimierende HEK293-Zelllinie, wahrend die NAT-exprimierenden
Neuroblastomzellen weitgehend unbeeinflusst blieben. Hieraus ergab sich die
Annahme, dass eine gleichzeitige Applikation von GC in Kombination mit mIBG
bzw. 6-FDA von Vorteil flr die szintigraphische Neuroblastomdiagnostik sein
kénnte. Durch die Hemmung der Tracer-Aufnahme in OCT-exprimierende
Kérperzellen kdnnte es zu einer relativen Steigerung des radioaktiven Uptake in
die Neuroblastomzellen kommen.

Corticosteron wird in geringem Maf3 endogen synthetisiert (203). Es ist jedoch
kein  klinisch zugelassenes Pharmakon, welches direkt vor einer
mIBG-Szintigraphie bzw. -Therapie appliziert werden darf. Somit wurden im
Rahmen dieser Arbeit GC ausgewdahlt, welche im klinischen Alltag
weitverbreitet und zugelassen sind.

Allgemein werden GC u.a. vielfaltig bei neurologischen und rheumatologischen
Erkrankungen sowie bei Asthma eingesetzt (133-137). Eine besondere Rolle
spielt dabei die immunsuppressive und entziindungshemmende Wirkung von
GC (138, 139). In der Wirkungsweise wird u.a. zwischen einer starkeren
glucocorticoiden bzw. mineralcorticoiden Potenz unterschieden. Das von Bayer
verwendete Corticosteron ist ein Zwischenprodukt des Mineralcorticoids
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Aldosteron und hat &hnlich dem Hydrocortison eine schwache mineralcorticoide
sowie glucocorticoide Wirkung (204-206).

Je nach Wirkungsweise unterscheiden sich die GC auch in ihren
Nebenwirkungen. GC mit starker glucocorticoider Wirkung koénnen bei
dauerhaftem Einsatz u.a. Stammfettsucht, Diabetes mellitus und Osteoporose
hervorrufen (145, 152, 207). Hingegen fihrt eine vermehrte mineralcorticoide
Wirkung v.a. zu Hypertension und Hypokaliamie (208, 209).

Hieraus ergab sich die Annahme, dass sich GC mit schwacher mineral- und
glucocorticoider Potenz eignen wirden, um mogliche Nebenwirkungen (NW)
nachfolgender in vivo Studien gering zu halten. Allerdings muss hierbei
beachtet werden, dass NW meist erst nach Langzeitapplikation von GC
auftreten. Folglich hatte diese theoretische Uberlegung v.a. Relevanz bei einem
Versuchsaufbau mit vorheriger Langzeitapplikation der GC. Dennoch sind
Hydrocortison und Prednisolon im Vergleich zu dem deutlich potenteren
Dexamethason nebenwirkungsdrmer und zeigten zusatzlich in den
Screeningversuchen einen besseren Hemmeffekt auf die OCT3-Zellen (173,
210). Hinzu kommt die deutlich l&ngere HWZ von Dexamethason (172). Somit
schienen Hydrocortison und Prednisolon fur die Hauptversuche als geeignet.
Neben der Kklinischen Verwendbarkeit ist ein weiterer Vorteil der hier
eingesetzten GC gegeniber Corticosteron, dass zum Ldsen der Substanzen
nicht das zytotoxische DMSO (Dimethylsulfoxid) benétigt wurde. Deshalb
musste eine mogliche toxische Wirkung, welche die Katecholaminaufnahme
beeinflussen koénnte, nicht berlcksichtigt werden. Zwar konnte in der
Vergangenheit kein Einfluss von DMSO auf die Katecholaminaufnahme
festgestellt werden, allerdings ist dies durch die potentielle Wirkung der
Substanz nicht ganzlich auszuschlieBen (8).

Im Rahmen der Vorversuche wurde eine Messreihe mit wasserldslichen GC,
wie sie im klinischen Alltag“ zur Herstellung von Infusionsldsungen genutzt
werden, und mit Ethanol-I6slichen GC durchgefihrt (3.2). Die wasserléslichen
GC wurden ausschlieBlich in NaCl (0,9%) gelést. Fir die Ethanol-léslichen GC
wurde initial 100%iges Ethanol genutzt um eine f.c. von ~1x10°mol/
herzustellen. Fir jeden weiteren Verdinnungsschritt wurde NaCl (0,9%) als
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Lésungsmittel eingesetzt (2.2.2.5). Hierbei zeigte sich nach einiger Zeit ein
deutliches ,Ausflocken“ der in Ethanol Iéslichen GC. Dies erschwerte ein
zlgiges Arbeiten, da die Ldslichkeit mehrfach durch erneutes Vortexen
wiederhergestellt werden musste. Weiterhin muss die initiale Lésung in 100%
Ethanol kritisch  betrachtet werden. Obwohl die Stammldésungen
(f.c.~1x10°mol/l) zur Herstellung der verschiedenen Konzentrationen mehrmals
mit NaCl (0,9%) verdiinnt wurden, ist letztendlich unklar, wie sich das Ethanol
auf die Zellen auswirkt. Eine zytotoxische Wirkung von Ethanol wird mehrfach in
der Literatur beschrieben und kénnte somit die Ergebnisse beeinflussen (211-
214). Weiterhin stellte sich eine Konzentration von 1x10*mol/l der ,im
klinischen Alltag genutzten® GC als geeignet zur Durchfihrung der
Hauptversuche heraus. Bei dieser Konzentration lag lediglich eine Verdiinnung
von 1:10 der Ethanol-haltigen Stammlésung vor. Des Weiteren zeigte die in
Ethanol geléste Form des Dexamethasons bei allen verwendeten
Konzentrationen (1x10°-1x10"mol/l) keinen inhibitorischen Effekt auf die
OCTS3-Zellen. Dies lasst vermuten, dass die Hemmwirkung des Dexamethasons
durch die schlechte Léslichkeit und somit durch das ,Ausflocken® der Substanz
aufgehoben wurde. Zusammenfassend erwiesen sich die wasserldslichen
Formen der GC als vorteilhaft gegenlber den in Ethanol gelésten Formen der
GC. Somit wurden fir die endgultigen und in dieser Arbeit dargestellten
Messreihen ausschlieBlich die wasserléslichen GC verwendet. Allerdings
wurde

ein moglicher, alleiniger Effekt der jeweiligen Lésungsmittel (Loésungsmittel
ohne GC) auf die verschiedenen Zelllinien nicht evaluiert. Durch weitere
Messreihen koénnte u.a. die oben genannte Hypothese einer mdglichen
zellschadigenden Wirkung des 100%igen Ethanols quantifiziert werden. Die
Konzentration von NaCl (0,9%) als isotonisches Ldsungsmittel entspricht dem
osmotischen Druck des Blutplasmas. Somit darf angenommen werden, dass
die Verwendung von NaCl (0,9%) das Aufnahmeverhalten der verschiedenen
Zellen nicht wesentlich beeinflusst. Ferner handelt es sich bei dem NAT um
einen Na*-/Cl-abhangigen Transporter (109, 110). Somit kénnte NaCl (0,9%)

als Lésungsmittel den Transport der Katecholamine in die Neuroblastomzellen
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sogar férdern.

Far alle Versuchsreinen wurde als extraneuronale Zelllinie die
OCTS3-exprimierende HEK293-Zelllinie ausgewahlt. Um Zellen herzustellen,
welche selektiv. den OCT3 exprimieren, wurden die dem Transporter
zugeordneten DNA-Sequenzen von Caki-1-Zellen isoliert und auf die
HEK293-Zelllinie Ubertragen (215). Die Auswahl dieser Zelllinie wurde
getroffen, da der OCT3 im Vergleich zu dem OCT1 und OCT2 am starksten auf
die inhibitorische Wirkung von Corticosteron anspricht (8-11). Weiterhin ist die
Affinitat des Transporters gegeniber Katecholaminen wesentlich héher (116).
Somit nimmt der OCT3 wahrscheinlich die wichtigste Rolle in der
extraneuronalen Aufnahme von Katecholaminen ein und den hdchsten
Stellenwert bezlglich der Fragestellung dieser Arbeit.

Wie beschrieben, zeigten die GC im Rahmen der durchgeflihrten
Kurzzeitversuche keinen relevanten inhibitorischen Effekt auf die
Neuroblastomzellen. Allerdings wurden in der Literatur Auswirkungen nach
langerem GC-Einfluss beschrieben. Interessant diesbezliglich ist das Auftreten
eines genomischen Effektes nach GC-Applikation. Hierbei kam es nach
Verwendung von Dexamethason u.a. zu Modifikationen im Zytoskelett von
N-Typ-Neuroblastomzellen und zu einem signifikanten Ansteigen der
N-Myc-mRNA (182, 183). Vermittelt wurden diese Effekte durch den GR,
welcher u.a. Ober Immunoblot Assays in den Zellen nachgewiesen werden
konnte (97). Weiterhin zeigte sich eine Aufhebung der GC-Wirkung nach
Zugabe des GR-Antagonisten RU486 (182, 183). Sun et al. fihrten Versuche
mit der Neuroblastomzelllinie SK-N-BE(2)C durch. Die Zellen wurden 14 bis 21
Tage mit Corticosteron exponiert. Hier konnte eine Steigerung der mRNA und
der Proteine des NAT sowie ein gleichzeitiger Anstieg der [BH]NA-Aufnahme
beobachtet werden (184). Auch Zha et. al bestatigten in Versuchen mit
Dexamethason diese Hochregulation der NAT-Expression, hervorgerufen durch
einen nicht-konventionellen Transkriptionsmechanismus, welcher durch den GR
vermittelt wird (185). Somit ergibt sich die Frage, ob die genomischen Effekte,
welche durch eine Langzeitapplikation der GC hervorgerufen werden, nitzlich

fur die szintigraphische Neuroblastomdarstellung sein kénnten.
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Da eine N-Myc-Expression mit einer schlechteren Prognose einhergeht, muss
dieser Effekt als Nachteil bewertet werden (23, 24). Hingegen kénnte eine
Hochregulation des NAT nach langerer Exposition zu einer vermehrten
Traceraufnahme in die Tumorzellen fuhren. Im Ruickschluss wirden so
deutlichere Signale in der Szintigraphie generiert werden, was eine zusétzliche
Verbesserung der Diagnostik bedeuten wirde. Demnach kdénnte eine
Langzeitapplikation von GC vor der Bildgebung sogar von Vorteil sein.
Allerdings sind diesbezlglich auch Messreihen von Bayer et al. bedeutsam,
welche die Langzeitwirkung von GC auf die OCT3-Zellen darstellen (216). In
Versuchen nach Vorbehandlung der Neuroblastomzellen mit GC Uber 1 bis 21
Tage zeigte sich ebenfalls eine Steigerung der [BH]NA-Aufnahme. Allerdings
nahm der inhibitorische Effekt der GC auf die OCT3-Zellen ab. Jedoch zeigte
sich ohne Einfluss der GC ebenso eine Reduktion des radioaktiven Uptake in
die extraneuronale Zelllinie (216). Ob eine langere Vorbehandlung mit GC vor
der szintigraphischen Diagnostik von Vorteil wére, lasst sich somit nicht
eindeutig evaluieren. Schlussfolgernd aus den bisher erhobenen Ergebnisse
und der vorhandenen Literatur sollte dies jedoch kritisch beurteilt werden.

Im Folgenden soll sowohl auf die Screeningversuche, als auch auf die
statistisch reprasentativen Hauptversuche eingegangen werden.

4.2 Auswertung der Screeningversuche

In den Screeningsversuchen zeigte sich eine deutliche inhibitorische Wirkung
der GC auf die Katecholaminaufnahme in die OCT3-exprimierende
HEK293-Zelllinie_(3.3.1). Die Dopaminaufnahme konnte schon bei geringen
Konzentrationen der GC reduziert werden. Nur Prednisolon zeigte erst bei
héheren Konzentrationen einen Hemmeffekt. Im Gegensatz hierzu kam es bei
der niedrigsten Konzentration von 1x10”mol/l durch keines der verwendeten
GC zu einem wesentlichen Einfluss auf die Noradrenalinaufnahme. Bei der
Maximalkonzentration von 1x10mol/l konnten hingegen ebenfalls Messwerte
zwischen 59% bis 78% Hemmung registriert werden. Insgesamt fallt somit, v.a.
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bei niedrigeren Konzentrationen (1x107-1x10°mol/l), eine deutlichere Inhibition
der [?H]DA-Inkorporation in die OCT3-Zellen im Vergleich zu der
[FBH]NA-Aufnahme auf. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von Bayer,
in denen eine starkere Hemmung der NA-Aufnahme unter Einfluss von
Corticosteron stattfand (Bayer, 2010). Zur Erklarung wurde hierbei
bertcksichtigt, dass insgesamt mehr NA als DA Uber den OCT3 aufgenommen
wird und dies somit auch zu einer intensiveren Reduktion der [BH]NA-Aufnahme
fuhren misste (9, 170). Weshalb es letztendlich zu einer starkeren Inhibition
der [H]DA-Aufnahme unter GC-Einfluss kam, bleibt unklar und musste in
weiteren Messreihen reevaluiert werden.

Beziiglich der gewahlten GC-Maximalkonzentration von 1x10°mol/l stimmen
die Messwerte mit den Ergebnissen von Bayer Uberein. Bayer beschrieb unter
Einfluss von 1x10mol/| Corticosteron eine Reduktion der
Katecholaminaufnahme von ca. 70% in die OCT3-Zellen (8). Die im Rahmen
der Screeningversuche bestimmten Messwerte der [EH]DA-Aufnahme in die
OCT3-Zellen lagen bei 1x10°mol/l zwischen 66% und 82% (Hemmeffek:
Hydrocortison > Prednisolon > Dexamethason). Fur die [*H]NA-Aufnahme
ergaben sich &hnliche Werte von 59% bis 78% (Hemmeffekt: Prednisolon >
Hydrocortison > Dexamethason). Im Vergleich hierzu wurden in der Literatur
schon starkere Effekte (ca. 90% Hemmung) bei einer Konzentration von
3x10®mol/l Corticosteron beschrieben (9). Diese Ergebnisse stammten
allerdings aus Messungen mit [BHJMPP+ als Substrat, welches intensiver Utber
den OCT3 inkorporiert wird als die hier verwendeten Katecholamine.
Schlussfolgernd wird die Aufnahme von [EHJMPP+ unter Einfluss von
Corticosteron wirksamer gehemmt.

Fir die Betrachtung der Screeningversuche ist die Substratspezifitat des NAT,
welcher von den Neuroblastomzellen exprimiert wird, ebenfalls von Bedeutung.
In der Literatur wird eine gréBere Affinitdt des NAT gegentber DA im Vergleich
zu NA Dbeschrieben (106, 170). Insgesamt beeinflussten die GC das
Aufnahmeverhalten in die Neuroblastomzelllinien nur geringfligig. Dennoch
zeigte sich eine etwas starkere hemmende Wirkung auf die [°H]DA-Aufnahme

verglichen mit der [BH]NA-Aufnahme. Dies lasst sich mit der beschriebenen,
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starkeren Affinitdt des NAT gegenliber DA vereinbaren. Wenn davon
ausgegangen wird, dass DA vermehrt Uber den Transporter ins Zellinnere
gelangt, kommt es im Umkehrschluss zu einer deutlicheren Reduktion der
Inkorporation unter Einfluss der GC. Somit zeigt sich indirekt eine hdéhere
Substratspezifitdt des NAT gegentiber DA.

Weiterhin  fallt auf, dass die verschiedenen Neuroblastomzelllinien
unterschiedlich stark durch die GC beeinflusst wurden. Die Dopaminaufnahme
in die SK-N-SH-Zellen wurde, gefolgt von der Aufnahme in die Kelly-Zellen,
durchschnittlich am deutlichsten gehemmt. Die [H]NA-Aufnahmeversuche
zeigten hingegen  weniger Unterschiede zwischen den einzelnen
Neuroblastomzelllinien nach GC-Applikation. Die starkere Inhibition der
Katecholaminaufnahme in die SK-N-SH-Zellen kann nachvollzogen werden,
wenn die NAT-Expression der einzelnen Zelllinien betrachtet wird. So weist die
SK-N-SH-Zelllinie von den verwendeten Neuroblastomzelllinien die hdchste
Expression des NAT auf. Dies wird aus der Gesamtaufnahme der
Katecholamine in Prozent ohne Einfluss eines Inhibitors (Kontrollwert
bezugnehmend auf den 100%-Wert) ersichtlich (3.3.2). In der Reihenfolge
schlief3t sich die Kelly-Zelllinie mit einer wesentlich geringeren NAT-Expression
an (3.3.3). Die IMR-32-Zelllinie exprimiert die geringste Anzahl an Transportern
(3.3.4).

AbschlieBend Iasst sich festhalten, dass der GC-Einfluss auf die
Katecholaminaufnahme bei allen verwendeten Neuroblastomzelllinien deutlich

geringer im Vergleich zu der extraneuronale OCT3-Zelllinie ausfiel.

4.3 Auswertung der Hauptversuche

Flr die statistische Auswertung wurde unter Bertcksichtigung der Vorversuche
eine Konzentration von 1x10™*mol/l fiir die GC Hydrocortison und Prednisolon
gewahlt. Diese Konzentration zeigte eine deutliche Suppression der
[BH]DA- sowie der [*H]NA-Aufnahme in die extraneuronalen OCT3-Zellen.

Gewlnscht war hierbei, dass (gleichzeitig die Wirkung auf die
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Katecholaminaufnahme in die Neuroblastomzelllinien mdglichst gering gehalten
wird. Unterstitzt wurde die Wahl dieser GC-Konzentration durch die
Corticosteron-Hemmversuche von Bayer. Sie nutzte ebenfalls eine
Konzentration von 1x10“*mol/l des GC und erzielte dabei aussagekraftige
Messwerte (Bayer, 2010).

Weiterhin wurden fir die Hauptversuche Hydrocortison und Prednisolon
ausgewahlt. Im Vergleich zu Dexamethason zeigte sich hier ein stérkerer
Hemmeffekt auf die OCT3-Zellen. Der Einfluss auf die Neuroblastomzellen fiel
bei allen getesteten GC ungefahr gleich aus. In der Literatur gibt es bisher
wenige Studien, welche die Wirkung der hier verwendeten, klinisch relevanten
GC auf den OCT beschreiben. Hill et al. haben Messungen in den zerebelldren
Kérnerzellen von Ratten durchgefihrt. Hierzu haben sie die Wirkung von
Corticosteron, Hydrocortison, Prednisolon und Dexamethason auf die
Aufnahme von [BH]MPP in die Zellen getestet. [BH]MPP wird ebenfalls Gber den
OCT inkorporiert. Somit kénnen die hier gewonnenen Ergebnisse gut mit den
Messungen von Hill et al. verglichen werden. Der deutlichste Hemmeffekt auf
die [BHJMPP-Aufnahme wurde unter Zugabe von Corticosteron registriert.
Hydrocortison und Prednisolon zeigten jedoch ebenfalls sehr gute Effekte.
Dexamethason hatte die geringste inhibitorische Wirkung auf den Rezeptor
(217). Dies stimmt mit den Ergebnissen der Screeningversuche Uberein.

Des Weiteren wurden in den Hauptversuchen nur zwei Neuroblastomzelllinien
verwendet. Die [IMR-32-Zelllinie wurde hierbei aufgrund der geringen
NAT-Expression auf3er Acht gelassen.

Insgesamt  bestatigten  die = Hauptversuche die  Ergebnisse  der
Screenigversuche. So kam es unter Einfluss der GC (1x10*mol/l) zu einer
signifikanten Reduktion der Katecholaminaufnahme in die
OCT3-exprimierenden HEK293-Zellen, wahrend die Neuroblastomzelllinien
SK-N-SH und Kelly weitgehend unbeeinflusst blieben.

Entsprechend den Auswertungen der Screeningsversuche (3.3.1), zeigte sich,
ohne Einfluss eines Inhibitors, eine um ca. 30% starkere Gesamtaufnahme von
[FHINA in die OCT3-Zellen (3.4.1). Auch der Hemmeffekt unter Zugabe von

Hydrocortison und Prednisolon fiel in den [BH]NA-Aufnahmeversuchen starker
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aus. Dieses Ergebnis entspricht den OCT3-Messungen von Bayer unter
Zugabe von Corticosteron (1x10™“mol/l) (8). Eine mégliche Erklarung fiir den
starkeren Einfluss der GC auf die [BH]NA-Aufnahme ware, dass bei einer
vermehrten Affinitdt des OCT3 gegenidber NA auch der Hemmeffekt unter
Inhibition groBer sein kdnnte (9, 170). Im Wiederspruch hierzu stehen die
Ergebnisse der Screeningversuche, in denen eine durchschnittlich starkere
Inhibition der [*H]DA-Inkorporation unter GC-Zugabe registriert wurde. Dennoch
sollten die Hauptversuche vorrangig in der Bewertung berticksichtigt werden, da
sie mit schon bestehenden Ergebnissen aus der Literatur Ubereinstimmen (8).
Des Weiteren stammen die Werte aus den Screeningversuchen nur aus
Doppelmessungen (n=2), wahrend in den Hauptversuchen 3x3 Messungen
(n=9) an verschiedenen Tagen durchgeflhrt wurden. Dies ermdglichte aufgrund
der héheren Anzahl an Messdaten eine zusatzliche statistische Auswertung der
Ergebnisse.

Die SK-N-SH-Zellen zeigten im Vergleich zur [°*H]NA-Inkorporation eine héhere
[BH]DA-Gesamtaufnahme von >1%. Dies entspricht den Ergebnissen der
Screeningsversuche (3.3.2) und stimmt mit den Angaben aus der Literatur
bezlglich der héheren Affinitat des NAT gegenlber DA Uberein (106). Weiterhin
kann eine mdogliche DAT-Expression diskutiert werden, welche zusétzlich zu
einer Steigerung der [?H]DA-Aufnahme flhren kénnte (unverdffentlichte
Ergebnisse von Ballweg et al.).

Im Gegensatz zu den SK-N-SH-Zellen ergaben sich bei der
NAT-exprimierenden Kelly-Zelllinie kaum Unterschiede bezuglich der Affinitat
gegendber [3H]DA bzw. [BH]NA. Hier zeigte sich eine anndhernd gleich starke
Aufnahme von [?H]DA und [BH]NA. Es muss allerdings berlcksichtigt werden,
dass die Kelly-Zelllinie verglichen mit der SK-N-SH-Zelllinie deutlich weniger
Transporter besitzt. Eine mdgliche Erklarung wéare somit, dass eine starkere
Aufnahme der Katecholamine durch die vermehrte Expression des NAT, wie sie
bei den SK-N-SH-Zellen vorliegt, auch deutlicher die Unterschiede in der
Affinitat des Transporters hervorhebt. Ferner wurde in der Literatur bisher noch
keine DAT-Expression auf den Kelly-Zellen beschrieben, so dass eine mogliche
zusatzliche [3H]DA-Aufnahme diesbezlglich ebenfalls wegfallt.
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Weiterhin war die Gesamtaufnahme der Katecholamine in die SK-N-SH-Zelllinie
um ein Vielfaches héher als in die neuronale Kelly-Zelllinie und die
extraneuronale OCT3-exprimierende HEK293-Zelllinie. Dies bestétigt ebenfalls
die Messwerte der Screeningversuche und entspricht den Ergebnissen von
Bayer. Auch hier wurde eine, um den Faktor 15 héhere [3BH]DA-Aufnahme in die
SK-N-SH-Zellen im Vergleich zu den OCT3-Zellen festgestellt (8).

Die Messungen der Hauptversuche entsprachen Kurzzeitmessungen
(Inkubation der Katecholamine flr 15min). Bayer flhrte schlieBlich zusatzliche
Messungen mit ['?jmIBG durch. Die Versuchsbedingungen entsprachen den
hier beschriebenen Bedingungen fir die Hauptversuche. Somit konnten die
Messdaten schlieBlich gut mit den Ergebnissen aus den [H]DA- und
[BH]NA-Aufnahmeversuchen  dieser  Arbeit  verglichen werden. Die
mIBG-Messungen  zeigten ebenfalls eine deutliche Reduktion der
Traceraufnahme in die OCT3-Zellen unter GC-Einfluss (218). Hierbei zeigte
sich ein etwas starkerer Hemmeffekt durch die Zugabe von Prednisolon.
Weshalb Prednisolon bei den Messungen von Bayer eine vermehrte
inhibitorische Wirkung im Vergleich zu Hydrocortison aufwies, ist unklar. Im
Gegensatz hierzu konnte in den Hauptversuchen dieser Arbeit kein Unterschied
zwischen den beiden gewahlten GC nachgewiesen werden. Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit von mIBG und [*HJNA sowie der identischen
Substrataufnahme Gber den NAT, dirfte von einem vergleichbaren
Aufnahmeverhalten ausgegangen werden. Interessant wéare somit durch
weitere Messreihen zu evaluieren, ob Prednisolon tatsachlich einen dauerhaft
starkeren Einfluss auf die mIBG-Aufnahme hat.

Zusammenfassend wird aus den Messergebnisse der Hauptversuche, in
Zusammenschau mit den Screeningversuchen, deutlich, dass sowohl
Hydrocortison als auch Prednisolon gute Inhibitoren des OCT3 sind, ohne das
ein deutlicher Einfluss auf den NAT nachgewiesen werden kann. Somit

scheinen sie flir weitere in vivo Studien geeignet.
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4.4 Bedeutung der Versuchsergebnisse in Bezugq auf die Diagnostik

und Therapie des Neuroblastoms

In der Literatur wird fir die [**llmIBG-Szintigraphie zur Darstellung von
Primartumoren und sekundéaren Neuroblastomherden eine Spezifitdt von fast
100% angegeben, wobei auch Werte von nur 94% beschrieben wurden. Die
Sensitivitat liegt bei ca. 90 %, aber auch hier unterscheiden sich die Angaben je
nach Studie, sodass ebenfalls niedrigere Werte vorliegen und zwischen der
Detektion eines Primartumors sowie der Erfassung von Lymphknoten und
Lebermetastasen unterschieden wird (5, 54-56). Bei der PET-CT zeigten sich
sogar noch bessere Ergebnisse im Vergleich zur Szintigraphie (219-221).
Allerdings liegen hierzu noch sehr wenige Studien in der Literatur vor.

Die Spezifitat ist als die Wahrscheinlichkeit definiert, dass gesunde Probanden
auch in der Diagnostik als gesund erkannt werden, wahrend die Sensitivitat
angibt, wie gut erkrankte Personen als tatsachlich krank herausgefiltert werden.
Wichtig fir die Detektion von Neuroblastomzellen ist, dass bei der Befundung
die zusatzlichen Signale, welche durch die Inkorporation des Tracers in
gesunde Korperzellen entstehen, miteinbezogen werden. Nur so kann ein solch
hoher Wert flr die Spezifitdt und Sensitivitat erzielt werden. Demzufolge ist eine
radioaktive Aufnahme in Zellen nicht zwangslaufig pathologisch. Hierzu sind
das Aufnahmemuster und die Lokalisation der Signale von Bedeutung.
Bezliglich der etwas niedrigeren Sensitivitat wird in der Literatur vermutet, dass
durch die beschriebenen Signalliberlagerungen nicht alle erkrankten Zellen
identifiziert werden kénnen (222). Allerdings darf nicht auBer Acht gelassen
werden, dass es auch Neuroblastome gibt, welche keinen NAT besitzen und
somit auch keine Tracer aufnehmen (40). In der Konsequenz kdnnen diese
Tumore auch nicht mittels ['?*[lmIBG detektiert werden. Dennoch wiirde eine
Inhibition der OCT-Transporter mittels GC die Tracerinkorporation bei einem
GrofBteil der Neuroblastome verbessern. Wirde sich dies auch in Zukunft in
weiteren klinischen Versuchen bestéatigen, kénnte durch die Zugabe von GC
eine erhdhte Spezifitdt und Sensitivitat erreicht werden.
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Weiterhin wére ein zusatzlicher Einsatz von 2-['®FJFDG denkbar um die
Sensitivitat und Spezifitdt der Diagnostik zu verbessern, da mit dieser Substanz
auch Neuroblastome detektiert werden kdnnen, welche den NAT nicht
exprimieren. Da malignes Tumorgewebe meist metabolisch aktiver als
gesundes Korpergewebe ist, fihrt der verstarkte Glucosestoffwechsel im
Umkehrschluss zu einer héheren Aufnahme von 2-['®FIFDG in das
Neuroblastom. Somit wére ein groBerer Anteil der heterogenen Tumore
diagnostisch abgedeckt (71, 219, 223).

Eine interessante Uberlegung in diesem Zusammenhang wére die Kombination
von 2-['"®FIFDG und 6-['®F]FDA. In beiden Fallen wird ['®F] zur radioaktiven
Markierung eingesetzt. Das Isotop besitzt eine geringe HWZ, so dass die
Substanzen in engen Zeitintervallen mittels PET-CT kombiniert werden
kdnnten. Die Schwierigkeit bei einem Einsatz von ['2°[lmIBG und 2-['®F]FDG
ware hingegen, dass unterschiedliche Gerate zur Bildgebung erforderlich wéren
(8). Dies wirde die praktische Handhabung deutlich komplizierter gestalten.
Nachdem die Bedeutung einer Zugabe von GC im Rahmen der
szintigraphischen Neuroblastomdiagnostik besprochen wurde, wird nun eine
mogliche Reduktion der Nebenwirkungen von mIBG unter GC-Einfluss
diskutiert.

Da mIBG physiologisch u.a. in die Lunge, das Myokard, die Leber, den
Gastrointestinaltrakt, die Blase und die Speicheldriisen aufgenommen wird,
kann es im Rahmen der Diagnostik bzw. Therapie zu Nebenwirkungen kommen
(4-6).

MIBG hat neben der toxischen Radioaktivitdt auch eine zellschadigende
Wirkung, welche somit zur Zerstérung der Tumorzellen beitragt (224). Daraus
lasst sich ableiten, dass die Substanz bei der Aufnahme in gesunde
Kérperzellen ebenfalls eine Schadigung hervorrufen kdnnte.

Durch eine Hemmung der mIBG-Aufnahme Uber den OCT3 bzw. in geringerem
AusmalB Uber den OCT1+2 konnten diese Nebenwirkungen wahrscheinlich
reduziert werden (8, 10, 11, 119).

Als typische Nebenwirkung von mIBG wird in der Literatur u.a. ein frihes
Auftreten von Ubelkeit und Erbrechen erwahnt (225). Eine noch zu
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erforschende Hypothese ware hierbei eine direkte Korrelation der genannten
Nebenwirkung mit der Inkorporation der Substanz in den Gastrointestinaltrakt.
Weiterhin werden Sialadenitis, orale Mukositis und Mundtrockenheit
beschrieben (226-228), was auf die mIBG-Aufnahme in den Speicheldrisen
zurlckgefiihrt werden kénnte. Auch eine Steigerung des Blutdrucks in den
ersten 48 h nach Applikation des Pharmakons wurde beobachtet (229, 230).

Theoretisch  kénnen  Nebenwirkungen in  allen OCT-exprimierenden
Kérperzellen entstehen (4, 5). Hierbei muss v.a. zwischen der Verabreichung
von ['?ImIBG im Rahmen der Diagnostik und der Therapie mit [**'llmIBG
unterschieden werden. Der Unterschied besteht in den verschiedenen HWZ der
beiden Substanzen. ["*'IlmIBG hat mit 8,2 Tagen eine erheblich langere HWZ
im Vergleich zu der nur 13 h andauernden HWZ von ['*IlmIBG (60). Somit
kommt es zu unterschiedlichen Interaktionszeitrdumen mit den gesunden
Korperzellen. Schlussfolgernd kann es bei der [*'[mIBG-Therapie zu
vermehrten  Nebenwirkungen kommen. Diesbeziglich  wurde eine
Verschiebungen des Blutbilds mit einer Abnahme der Leukozyten und der
Thrombozyten nach jeder ['*'[JmIBG-Dosis beobachtet (59, 227, 231). Es wurde
eine Inkorporation des Tracers Uber den SERT in Megakaryozyten als
Vorlauferzellen der Thrombozyten nachgewiesen (232). Somit wére es
interessant herauszufinden, ob die Zellen der Thrombopoese mdglicherweise
auch den OCT exprimieren. Ferner wurde in einer Studie von Garaventa et al.
das Auftreten einer interstitiellen Pneumonie sowie einer akuten myeloischen
Leukdmie nach der Behandlung mit [*'I[mIBG beobachtet (231). Eine
Schadigung der Schilddrise wurde ebenfalls nachgewiesen (231, 233). Des
Weiteren beschrieben Garaventa et al. ein gesteigertes Risiko fir die
Entwicklung sekundarer Malignome nach einer [131I]mIBG—Therapie. In einer
Studie traten im Zeitraum von 1984 bis 2001 bei 5 der 119 mit [*'I/mIBG
behandelten Probanden sekundare Malignome auf. Hierunter befanden sich ein
malignes Schwannom, ein Rabdomyosarkom, ein angiomatoides fibréses
Histiozytom und zwei Félle einer myeloischen Leukadmie (234). Obwohl bisher
keine Schadigung gesunder Zellen durch den radioaktiven Tracer

nachgewiesen wurde, liegt die Vermutung nahe, dass eine Korrelation zwischen
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der Therapie und dem Auftreten der Zweittumore besteht. Somit kénnte der
inihibitorische Effekt der GC auf die radioaktive Aufnahme von ["*'I|mIBG das
Risiko fur sekundare Malignome vermindern. Allerdings fehlen zur
Unterstitzung dieser Annahmen noch weitreichende Untersuchungen. Hierzu
waren u.a. Langzeitbeobachtungsstudien am Menschen notwendig. Des
Weiteren ist, wie Bayer beschrieb, bisher nicht bekannt, ob diese
Nebenwirkungen auch durch eine Aufnahme von mIBG Uber den OCT
verursacht werden (8).

Neben einer mdglichen Reduktion von miBG-induzierten Nebenwirkungen
durch den Einsatz von GC, kénnten auch Nebenwirkungen, welche durch
andere OCT-spezifische Substrate entstehen, vermindert werden. In der
Literatur wird eine Aufnahme von Cisplatin Uber den OCT2 beschrieben.
Cisplatin wird in der Chemotherapie des Neuroblastoms eingesetzt und hat eine
nephrotoxische Wirkung (235). In Studien wurde eine Hemmung des OCT2
durch Corticosteron und Cimetidin nachgewiesen, was im Ruckschluss die
tubulotoxische Wirkung des Cisplatins reduzieren kénnte (236, 237). Obwohl in
dieser Arbeit keine Zelllinie verwendet wurde die den OCT2 exprimiert, kbnnen
die oben beschriebenen Studienergebnisse héchstwahrscheinlich auch auf die
Applikation der hier getesteten, klinisch relevanten GC Ubertragen werden.
Neben einer deutlichen Inhibition des OCT3 durch Corticosteron wurde auch
eine Hemmung des OCT1 und des OCT2 mehrfach beschrieben (7, 9-11, 119).
Die im Rahmen der Versuche verwendeten GC zeigten genau wie
Corticosteron einen starken Hemmeffekt auf den OCT3. Somit kann von einem
Corticosteron-aquivalenten inhibitorischen Verhalten der getesteten GC auf den
OCT1 und den OCT2 ausgegangen werden. Bezogen auf die oben
beschriebene Nebenwirkung von Cisplatin wiirde dies bedeuten, dass auch die
klinisch verwendeten GC einer Nephrotoxizitat entgegenwirken kénnten. Diese
Hypothese misste im Rahmen weiterer Versuche verifiziert werden.
Letztendlich ist bezuglich der Betrachtung der Ergebnisse wichtig, dass in vitro
Versuche in vivo Versuchen nicht gleichgesetzt werden dirfen. Neben einem
Verdinnungseffekt im Organismus, gibt es viele weitere zu beriicksichtigende
Parameter (4.1). Bayer flihrte aufbauend auf den Ergebnissen der vorliegenden
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Arbeit weitere in vitro und in vivo Versuche durch. In vivo wurden
['#1]mIBG-Aufnahmeversuche mit bzw. ohne Inhibitor an Mausen durchgefiihrt.
Die gewahlte Konzentration lag ebenfalls bei 1x10*mol/l fiir Hydrocortison bzw.
Prednisolon. Die Radioaktivitat einzelner Organe wurde schlieBlich nach 24 h in
einem y-Counter gemessen (218). Die Messungen ergaben v.a. eine reduzierte
Tracer-Aufnahme in den Dinndarm und die Niere. Im Gegensatz hierzu stehen
Ergebnisse, welche ebenfalls aus in vivo Versuchen mit Mdusen stammen und
mittels Kleintier-SPECT gewonnen wurden (216). Die Konzentration und die
eingesetzten Substanzen entsprachen den oben beschriebenen Bedingungen.
Allerdings wurden die Messungen 3 h nach Applikation der GC durchgefiihrt.
Hierbei zeigte sich keine relevante Reduktion der ['**I]mIBG-Aufnahme in das
OCTS3-tragende Gewebe der Mause. Ob dies letztendlich an einem zu kurzen
zeitlichen Abstand zwischen Injektion und Bildgebung oder an Unterschieden
im humanen-/Maus-OCT3 lag, ist unklar. Obwohl der humane- und der
Maus-OCT3 Ahnlichkeiten im Transport aufweisen, gibt es spezifische
Eigenschaften und Unterschiede im strukturellen Aufbau (238-240). Somit
mussten fur eine bessere Vergleichbarkeit der Versuchsbedingungen Mause
gezlchtet werden, welche als genetische Variation nur den humanen OCT3
exprimieren (218). Letztendlich lassen sich Ergebnisse von Zellkulturversuchen
nicht direkt auf Tierversuche {bertragen. Infolgedessen kdnnen auch
Tierversuche nicht auf klinische Versuche am Menschen Ubertragen werden.
Zusammenfassend sprechen die Resultate dieser Arbeit jedoch flir einen
moglichen  Einsatz von Hydrocortison oder Prednislon vor der
Neuroblastomdiagnostik/-therapie. = Zur  Validierung  der  diskutierten
Schlussfolgerungen sind somit weitere Untersuchung auf diesem Gebiet
vielversprechend.
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5 Zusammenfassung

In der Diagnostik und Therapie des Neuroblastoms wird radioaktiv markiertes
mIBG eingesetzt. [?IlmIBG dient der szintigraphischen Darstellung des
Tumors (60). ['*'IImIBG wird in der Therapie des Neuroblastoms genutzt (61-
63). Durch strukturelle Ahnlichkeit zu NA wird die Substanz ebenfalls aktiv Uber
den NAT aufgenommen, welcher von den meisten Neuroblastomen exprimiert
wird (15). Allerdings kommt es durch eine Inkorporation Uber den OCT
zusatzlich zur Anreicherung von mIBG in nicht-tumoralen Korperzellen,
wodurch die diagnostischen Bedingungen deutlich erschwert werden (5-7).
Bayer et al. zeigte in Messungen mit radioaktiv markierten Katecholaminen,
dass das GC Corticosteron die Aufnahme in den OCT hemmt, wahrend
Neuroblastomzellen kaum beeinflusst werden (7, 8). Schlussfolgernd wird
weniger mIBG in nicht-maligne Zellen inkorporiert und es kann zu einer
Verlagerung des radioaktiven Uptake in die Tumorzellen kommen. Da
Corticosteron nicht im klinischen Alltag verwendet wird, war es Ziel dieser Arbeit
zu untersuchen, ob auch andere klinisch relevante GC diesen Einfluss auf den
OCT haben, wahrend die Neuroblastomzellen weitgehend unbeeinflusst
bleiben.

Im Rahmen von Screening- und Hauptversuchen wurden eine
OCT3-exprimierende Zelllinie sowie NAT-exprimierende Neuroblastomzelllinien
mit verschiedenen GC sowie [?H]DA bzw. [BH]NA versetzt, um schlieBlich die
radioaktive Aufnahme im B-Counter zu quantifizieren.

Es bestatigte sich eine statistisch  signifikante =~ Reduktion  der
Katecholaminaufnahme in die OCT3-Zellen unter Einfluss der verwendeten GC.
Hingegen konnten bei den Neuroblastomzelllinien unter gleichen
Versuchsbedingungen keine signifikanten Veranderungen registriert werden.
Um einen Uberblick Uber die wesentlichen Schlussfolgerungen der
vorliegenden Arbeit zu geben, werden diese im Folgenden zusammengefasst:

1. Eine GC-abhdngige Hemmung der mIBG-Aufnahme in die
extraneuronalen OCT3-exprimierenden Zellen, welche sich indirekt aus
den Ergebnissen dieser Arbeit erschlieBen lasst, kbnnte die Sensitivitat
und Spezifitdt der Neuroblastom-Szintigraphie steigern (4.4).

2. Prednisolon und Hydrocortison zeigten die beste inhibitorische Wirkung
auf die OCT3-Zellen.

3. Nebenwirkungen, welche mdglicherweise im Zusammenhang mit einer
mIBG-Aufnahme in gesunde Korperzellen stehen (225-231), kdnnten
durch eine spezifische Hemmung des OCT3 reduziert werden (4.4).

4. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass radioaktiv markiertes 6-["*F]FDA
in  Zukunft als mogliche Alternatve zu mIBG in der
Neuroblastomdiagnostik genutzt werden kdnnte (4.1.2).

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit flr einen moglichen
Einsatz der klinisch verwendeten GC Prednisolon und Hydrocortison vor der
Neuroblastomdiagnostik/-therapie mit radioaktiv markiertem mIBG. Dennoch
lassen sich in vitro Versuche nur bedingt auf in vivo Versuche Ubertragen (4.4).
Zur Validierung der hier aufgestellten Schlussfolgerungen sind somit weitere
Untersuchungen auf diesem Gebiet notwendig.
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7 Anhang

7.1 Erkldrung zum Eigenanteil

Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsschrift sind Ergebnisse aus
eigenstandiger Arbeit sowie aus Zusammenarbeit mit Frau Dr. med. M. Bayer
dargestellt.

Zur Differenzierung werden im Folgenden der Eigenanteil und der
gemeinschaftliche Anteil genau deklariert.

Die Studie wurde von Frau Dr. med. M. Bayer konzipiert. Sie hat als Betreuerin
eine detaillierte Anleitung der Versuche aufgestellt.

Das wissenschaftliche Arbeiten im Umgang mit Zellen (Kultivieren,
Passagieren, Einfrieren, Arbeiten an der Sterilbank) sowie das Arbeiten mit
radioaktiven Substanzen wurde vor Versuchsbeginn unter Anleitung von Frau
Dr. med. M. Bayer erlernt (2.2.1).

Die Testungen zur Léslichkeit und praktischen Anwendung verschiedener
Lésungsformen der GC wurde eigenstandig durchgefihrt (3.2).

Weiterhin  wurden auch die Screeningversuche durch eigenstandiges,
wissenschaftliches Arbeiten durchgefihrt (3.3).

Aufgrund einer erheblichen Zeitverzégerung, im Rahmen einer immer
wiederkehrenden mykotischen Besiedlung der Zellen (4.1.1), wurden die
Hauptversuche in Zusammenarbeit mit Frau Dr. med. M. Bayer durchgefihrt
(3.4).

An dieser Stelle mdchte ich darauf verweisen, dass die ermittelten Ergebnisse
z.T. im Rahmen einer Posterprasentation mit dem Titel ,Effects of different
corticosteroids on neuroblastoma imaging and therapy.“ auf der ,Advances in
Neuroblastoma Research 2012 " in Toronto vom 18.06.-21.06.2012 vorgestellt
wurden. Die Prasentation erfolgte durch Frau Dr. med. M. Bayer. Das Poster
beinhaltet Werte aus den Screeningversuchen sowie aus den Hauptversuchen.
Die Abbildungen der Hauptversuche der vorliegenden Arbeit ahneln in der
Darstellung den Abbildungen des Posters, wurden jedoch nicht identisch in der
vorliegenden Arbeit GObernommen. Die Auswertungen und graphische
Darstellung der Ergebnisse wurde eigenstandig durch mich durchgefthrt. Das
Poster wird der Dissertation beigeflgt.

KoIn, den 11.04.2017
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7.2 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*H]DA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in OCT3-exprimierende
HEK293-Zellen

Abb. 2: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*H]NA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in OCT3-exprimierende
HEK293-Zellen

Abb. 3: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*H]DA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in SK-N-SH-Zellen

Abb. 4: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [BH]NA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in SK-N-SH-Zellen

Abb. 5: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*H]DA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in Kelly-Zellen

Abb. 6: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [PH]JNA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in Kelly-Zellen

Abb. 7: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*H]DA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in IMR-32-Zellen

Abb. 8: Hemmwirkung (in %) verschiedener GC unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*BH]NA-Aufnahme (f.c.~1x10"mol/l) in IMR-32-Zellen

Abb. 9: Hemmwirkung (in %) von Hydrocortison unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*H]DA-Aufnahme (f.c.~1x10mol/l) in verschiedene Zelllinien

Abb. 10: Hemmwirkung (in %) von Hydrocortison unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [BHJNA-Aufnahme (f.c.~1x10mol/l) in verschiedene Zelllinien

Abb. 11: Hemmwirkung (in %) von Prednisolon unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*BH]DA-Aufnahme (f.c.~1x10mol/l) in verschiedene Zelllinien

Abb. 12: Hemmwirkung (in %) von Prednisolon unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [BHJNA-Aufnahme (f.c.~1x10mol/l) in verschiedene Zelllinien

Abb. 13: Hemmwirkung (in %) von Dexamethason unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*BH]DA-Aufnahme (f.c.~1x10mol/l) in verschiedene Zelllinien

Abb. 14: Hemmwirkung (in %) von Dexamethason unterschiedlicher Konzentrationen
(mol/l) auf die [*H]NA-Aufnahme (f.c.~1x10'mol/l) in verschiedene Zelllinien

Abb. 15: [*H]DA-Aufnahme in % (f.c.~1x10"mol/l) in 1x10° OCT3-Zellen ohne Inhibitor
und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)
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Abb. 16: [*HINA-Aufnahme in % (f.c.~1x10”mol/l) in 1x10° OCT3-Zellen ohne Inhibitor
und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)

Abb. 17: [*H]DA-Aufnahme in % (f.c.~1x10"mol/l) in 1x10° SK-N-SH-Zellen ohne
Inhibitor und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)

Abb. 18: [*H]NA-Aufnahme in % (f.c.~1x10"mol/l) in 1x10° SK-N-SH-Zellen ohne
Inhibitor und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)

Abb. 19: [*H]DA-Aufnahme in % (f.c.~1x10"mol/l) in 1x10° Kelly-Zellen ohne Inhibitor
und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)

Abb. 20: [*H]NA-Aufnahme in % (f.c.~1x10”mol/l) in 1x10° Kelly-Zellen ohne Inhibitor
und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)

Abb. 21: Aufnahme von [2H]DA in 1x10° OCT3-, SK-N-SH- oder Kelly-Zellen ohne
Inhibitor und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)

Abb. 22: Aufnahme von [BHINA in 1x10° OCT3-, SK-N-SH- oder Kelly-Zellen ohne
Inhibitor und nach Applikation von Hydrocortison/Prednisolon (1x10*mol/l)

7.3 Tabellenverzeichnis

Tab. 1: Eigenschaften des NAT und des OCT3 im Vergleich (modifizierte Tabelle nach
Bayer und Sauer (8, 76))

Tab. 2: Glucocorticoide/mineralcorticoide Potenz und biologische HWZ verschiedener
Corticosteroide

Tab. 3: Verdiinnungsreihen mit NaCl (0,9%) (f.c.~1x10mol/l) als Lésungsmittel
Tab. 4: Verdiinnungsreihen mit 100% Ethanol (f.c.~1x10mol/l) als Lésungsmittel
Tab. 5: Versuchsprotokoll: Arbeitsschritte der radioaktiven Aufnahmeversuche

Tab. 6: Vergleich der Gesamtaufnahme von [H]DA und [H]NA in die verschiedenen
Zelllinien
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