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Zusammenfassung

Das antifungale Medikament Griseofulvin interferiert mit der Anordnung der
Mikrotubuli in menschlichen Zellen. Indirekt kdnnte Griseofulvin damit auch die
Steroidbiosynthese und die intrazellulare Verteilung von Zentrosomen
beeinflussen, da deren Regulation mit dem Mikrotubulusapparat eng verknupft

ist.

Das Ziel der Arbeit ist die Untersuchung der Effekte von Griseofulvin auf die
Biosynthese adrenokortikaler Hormone sowie auf die Anordnung zentrosomaler

Strukturelemente in humanen Nebennierenrindenzellen.

FUr die in vitro Untersuchungen wurde die adrenokortikale Tumorzelllinie NCI-
H295R kultiviert und fir jeweils 24h mit DMSO allein oder mit Griseofulvin in
Konzentrationen zwischen 1uM und 100 uM fur 24 Stunden inkubiert. Die
Konzentrationen von Dehydroepiandrosteron (DHEA), Aldosteron und Cortisol
im Uberstand wurden daraufhin mittels eines ,Enzyme- linked Immunosorbent-
Assay”“ (ELISA) bestimmt. Anschlief3end erfolgte eine Immunfluoreszenz-
Farbung der NCI-H295R Zellen zur Analyse der intrazellularen Verteilung von
steroidogenic factor 1 (SF-1) und y-Tubulin. Die Verteilung der y-Tubulin-
Expression wurde mittels Immunhistochemie in unterschiedlichen in Paraffin-

eingebettetem Tumorgeweben (n= 25) untersucht.

Die Exposition mit Griseofulvin fuhrte in NCI-H295R Zellen zu einem
signifikanten dosisabhangigen Anstieg der Aldosteron- (5-fach, p < 0,05) und
der DHEA-Konzentration (3-fach, p < 0,046). Die Inkubation mit Griseofulvin
bewirkte eine Fragmentierung der zytoplasmatischen Verteilung von y-Tubulin
und eine Akkumulation von SF-1 in umschriebenen Strukturen der
perinukledren Region, gefolgt von einer nukledren Translokation bei hdheren

Dosierungen.

Griseofulvin beeinflusst die Steroidbiosynthese, begleitet von einer
subzellularen veranderten Verteilung von y-Tubulin und SF-1. Die Expression

von y -Tubulin scheint sich in verschiedenen Tumorentitaten zu unterscheiden.



Summary

The antifungal drug griseofulvin interferes with the arrangement of microtubules
in human cells. Indirectly, griseofulvin could also influence steroid biosynthesis
and the intracellular distribution of centrosomes since their regulation is closely

linked to the microtubule apparatus.

The aim of the work is to investigate the effects of griseofulvin on the
biosynthesis of adrenocortical hormones and on the arrangement of

centrosomal structural elements in human adrenocortical cells.

For the in vitro studies, the adrenocortical tumor cell line NCI-H295R was
cultivated and incubated for 24 hours with DMSO alone or with griseofulvin in
concentrations between 1uM and 100 yM for 24 hours. The concentrations of
dehydroepiandrosterone (DHEA), aldosterone and cortisol in the supernatant
were then determined using an “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA).
This was followed by immunofluorescence staining of the NCI-H295R cells to
analyze the intracellular distribution of steroidogenic factor 1 (SF-1) and y-
tubulin. The distribution of y -tubulin expression was examined by

immunohistochemistry in different tumor tissues embedded in paraffin (n = 25).

Exposure to griseofulvin resulted in a significant dose-dependent increase in
aldosterone (5-fold, p < 0.05) and DHEA concentration (3-fold, p < 0.046) in
NCI-H295R cells. Incubation of the cell line with griseofulvin caused
fragmentation of the cytoplasmic distribution of y-tubulin and accumulation of
SF-1 in circumscribed structures of the perinuclear region, followed by nuclear

translocation at higher doses.

Griseofulvin influences steroid biosynthesis, accompanied by a subcellular
altered distribution of y-tubulin and SF-1. The expression of y -tubulin appears

to differ in different tumor entities.
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Abkurzungsverzeichnis

ACTH Adrenocorticotropes

Hormon, Kortikotropin
ANG Angiotensin
ANG I

Angiotensin |

APA Aldosteron- produzierendes

Adenom

cAMP Zyklisches

Adenosinmonophosphat

cDNA complementary DNA,

komplementare DNS

CPA Cortisol- produzierendes

Adenom

CRH corticotropin releasing hormon
DAPI 4',6-Diamidino-2-Phenylindol
DAX-1 Dosage sensitive sex
reversal (DSS) - adrenal
hypoplasia congenital

(AHC) critical region on the

X chromosome, gene

III

DHEA (-S) Dehydroepiandrosteron

(-Sulfat)
DIAPH1 diaphanous homolog 1
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA, DNS deoxyribonucleic acid,

Desoxyribonukleinsaure

DNase deoxyribonuclease,
Desoxyribonuklease
ER endoplasmatisches
Retikulum
GTP,GDP Guanosintriphosphat,
Guanosindiphosphat
HDL high-density lipoprotein
HPA hypothalamic-
pituitary-adrenocortical
IGF Insulin-like growth factor,
Insulin-ahnlicher
Wachstumsfaktor
LDL low-density lipoprotein



MAD2L1 mitotic arrest

deficient 2- like 1 protein

MAPK mitogen activated

proteinkinase

MAPs microtubule associated
proteins

mRNA messenger RNA,
Boten-RNS

MTOC microtubule organizing
center

oD Optische Dichte

PBS phosphate-buffered- saline,
Phosphat-gepufferte

Kochsalzlésung

PCR Polymerase chain reaction,

Polymerasekettenreaktion

PKA Proteinkinase A
POMC Proopiomelanocortin
RAAS Renin/

Angiotensin/Aldosteron System

1Y%

RNA, RNS ribonucleic acid,
Ribonukleinsaure
RPM rounds per minute,

Umdrehungen pro Minute

SF-1 steroidogenic factor-1
StAR steroidogenic acute
regulatory protein

Sumo Molekiil small ubiquitin

like modulator

Wnt wingless-related integration site
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1 Einleitung

1.1 Anatomie und Organogenese der Nebenniere

Die Nebennieren sind paarig angelegt und befinden sich beidseits am oberen
Nierenpol. Schon makroskopisch ist das Mark von der Rinde zu unterscheiden.
Wahrend im Mark Katecholamine produziert werden, findet in der Rinde die
Steroidhormonbiosynthese statt. Mikroskopisch ist eine zonale Gliederung der
Rinde zu erkennen. Von auflen nach innen, ist die Zona glomerulosa, Zona
fasciculata und Zona reticularis darstellbar [1].

Wahrend der Entwicklung einer regelrechten Anatomie und Funktion der
Nebennieren, greifen verschiedene Genexpressionsmuster ein, die eine
zeitliche und raumliche Wirkung ermdglichen [2, 3].

In der vierten Entwicklungswoche leitet die Verdichtung der Zélomepithelzellen
in den mittleren Anteilen der Urogenitalleiste die Entwicklung der Nebennieren
ein [2, 4]. Diese Kondensation und anschlieRende Proliferation der Zélomzellen,
stellt den Ursprung des steroidogenen Gewebes in der Nebennierenrinde und
den Gonaden dar [5]. Der adrenale Anteil ist zur dorsalen Aorta gelegen [5]. Ab
der achten Entwicklungswoche lassen sich zwei verschiedene Zonen in der
adrenalen Anlage unterscheiden. Die definitive auf’ere Zone, besteht aus
kleineren Zellen, die als adrenale Vorlauferzellen betrachtet werden [2, 6]. Die
innere Zona fetalis, welche aus grof3en kubischen Zellen besteht, exprimiert die
bendtigten Enzyme zur Synthese von Dehydroepiandrostendion und dem
sulfatierten Derivat DHEA-S, welche in der Plazenta zu Ostrogen umgewandelt
werden [2, 7]. Ab der neunten Entwicklungswoche wandern chromaffine Zellen
aus der Neuralleiste in die adrenale Anlage ein und bilden damit das spatere
Nebennierenmark [8]. Postnatal bildet sich die Zona fetalis zurlick und aus der
adrenalen aulieren Zone etabliert sich die typische zonale Gliederung in Zona
glomerulosa, Zona fasciculata und Zona reticularis [9, 10].

Auf molekularer Ebene wird die adrenale Organogenese durch eine Vielzahl
verschiedener Genprodukte gesteuert. Eine hervorgehobene Rolle spielt hierbei
der steroidogenic factor-1 (SF-1). In einem Mausversuch wurde ersichtlich,
dass SF-1 ab dem neunten Entwicklungstag in der Urogenitalleiste exprimiert

1



wird [11]. Ab dem elften Entwicklungstag ist SF-1 im adrenalen Primordium
nachweisbar, insbesondere bei den adrenokortikalen Vorlauferzellen [12].

Ein ahnliches Expressionsmuster wurde auch beim Menschen nachgewiesen
[13]. Neben diesen raumlichen und zeitlichen Expressionsmuster, die eine
Beteiligung von SF-1 in der Organogenese der Nebenniere wahrscheinlich
machte, konnte auch schon frih die funktionelle Bedeutsamkeit von SF-1
nachgewiesen werden. So zeigte eine Abwesenheit von SF-1 eine vermehrte
Apoptose der steroidogenen Zellen im adrenalen Primordium. Zudem fuhrte
eine Ausschaltung des Ftz-F1 Gens, welches fur SF-1 kodiert, im Mausversuch
zu einer Nebennierenagenesie [14]. Fir die Ablaufe auf transkriptioneller Ebene
ist das Zusammenwirken von SF-1 mit DAX-1 (dosage-sensitive sex reversal,
adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 19) von besonderer
Bedeutung. Aufgrund der Kolokalisation von Dax-1 mit SF-1 in der adrenalen
Entwicklung wurde schon frih eine Interaktion zwischen den beiden nuklearen
Rezeptorproteinen vermutet [15]. Spater konnte eine Arbeitsgruppe die
Abhangigkeit der Genexpression von DAX-1 und SF-1 darstellen. Funktionell
arbeiten DAX und SF-1 gegensatzlich zueinander. DAX-1 bildet mit SF-1 einen
Komplex. Dabei wird SF-1 in seiner transkriptionellen Aktivitat inhibiert. Das
Ausmal} dieser Hemmung ist abhangig von dem Verhaltnis zwischen DAX-1
und SF-1. Uberwiegt die Konzentration von DAX-1 die von SF-1 in der Zelle, ist
eher eine transkriptionelle Hemmung zu erwarten (sieche Abb.1).
Gegensatzliches ware bei einem SF-1 Uberschuss zu beobachten. Die

transkriptionelle Aktivitat wirde zunehmen [16].



DAX-1 DAX-1

sm)

Aktivierung Inhibierung

Abb.1: Dax-1 und SF-1 Wechselwirkung auf transkriptioneller Ebene
Bei Uberwiegen von SF-1 kommt es zu vermehrter Genexpression. Umgekehrt fiihrt ein DAX-1

Uberschuss zu vermehrter Inhibierung. (Graphik wurde selbst erstellt).

1.2 Steroidhormonbiosynthese

Kennzeichnend fir die Nebennierenrinde ist die de novo-Synthese von
Steroiden. Da die adrenokortikalen Zellen nur marginale Mengen der lipophilen
Steroide  speichern  kénnen, ist eine rasche Regulation der
Steroidhormonbiosynthese notwendig. Der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt ist hierbei das StAR protein (Steroid acute regulatory protein), welches
fur den Transport des Cholesterins von der &aufleren zur inneren
Mitochondrienmembran zustandig ist [17]. Die Zonierung der Nebennierenrinde
ermdglicht  aufgrund  unterschiedlicher  Enzymexpressionsmuster  ein
spezifisches Sekretionsprofil. So wird in der Zona glomerulosa, aufgrund einer
Expression der Aldosteronsynthase und dem Fehlen der 17 a-Hydroxlase
Aldosteron produziert. In der Zona fasciculata fuhrt die Expression der 17 a-
Hydroxylase und der 11 [-Hydroxylase zur Bildung von Cortisol. Ein
spezifisches Expressionsmuster ist auch in der Zona reticularis zu finden. Hier
werden Androgene, wie Dehydroepiandrostendion (DHEA) und Androstendion
produziert [1].

Bei der Regulation der Nebennierenrinde spielen das Renin-Angiotensin-
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Aldosteron-System (RAAS) und die HPA (hypothalamic-pituitary-adrenocortical)
Achse eine wichtige Rolle. Das RAAS reguliert die Aldosteronsekretion.
Verschiedene  Stimuli, wie  vermindertes  Blutvolumen, erniedrigte
Chloridkonzentration im Serum oder die Aktivitat des Sympathikus bewirken
eine Freisetzung des Renins. Am Ende der darauffolgenden Enzym-Kaskade
erfolgt eine vermehrte Sekretion von Aldosteron, welches nun seine Salz und

Wasser sparende Wirkung daruber entfaltet [18].

Die HPA Achse ist ein negatives Feedback System. Durch verminderte
Cortisolspiegel, Stressoren und in Abhangigkeit des zirkadianen Rhythmus
erfolgt im Hypothalamus die Sekretion von Corticotropin-releasing Hormone
(CRH). CRH bewirkt im Hypophysenvorderlappen die Produktion des
adrenocorticotropen Hormons (ACTH). ACTH wirkt am Melanocortin Typ 2
Rezeptor (MC2R), der zu der Gruppe G-protein gekoppelter 7-Transmembran-
Domanen Rezeptoren gehort [19]. Der Rezeptor ist in allen Zonen der
Nebennierenrinde zu finden [20]. ACTH aktiviert den zellularen cAMP-
Signalweg [21]. Die erhdhten cAMP Spiegel bewirken eine Aktivitatssteigerung
der Proteinkinase A, die Uber Phosphorylierung verschiedener Zielproteine zu
einer vermehrten Expression von SF-1 fuhrt [22]. SF-1 reguliert die Expression
wichtiger Bestandteile der Steroidbiosynthese, wie zum Beispiel den Transport
des Cholesterins mittels dem StAR Protein [23, 24]. Ferner wird auch die

Expression wichtiger Steroidhydroxylasen gesteuert [25].



1.3 Mikrotubulusapparat

1.3.1 Aufbau

Das Zytoskelett eukaryotischer Zellen besteht aus Mikrotubuli, Intermediar - und
Aktinfilamenten. Mikrotubuli sind rohrenformige Proteinstrukturen, die
mafgeblich an wichtigen zellularen Prozessen beteiligt sind. Dazu gehdren die
Zellteilung, der Stofftransport, die mechanische Entlastung und die Anordnung
der Zellorganellen [26-28]. Aufgrund ihrer elektrischen Ladung kann man ein
Minus- und ein Plus-Ende beschreiben [28]. Sie sind Heterodimere, die sich
jeweils aus einer Einheit a-Tubulin und B-Tubulin zusammensetzen [26]. Auf-
und Abbau findet an beiden Enden gleichzeitig statt. Hierbei stellt sich ein
Gleichgewicht ein, welches als dynamische Instabilitat bezeichnet wird [29].
Dabei wechseln sich Phasen abrupter Verkurzung und Verlangerung ab. Das an
den Tubulinuntereinheiten gebundene GTP ermdglicht die Assoziation, wahrend
die Hydrolyse zu GDP eine Dissoziation bewirkt [28, 30]. Das Verhaltnis von
GTP zu GDP bestimmt, ob die Verlangerung oder Verkirzung am Mikrotubulus
uberwiegt [28]. Entscheidenden Einfluss auf dieses Gleichgewicht haben
Hilfsproteine, die microtubule-associated proteins (MAPs) [31]. Ferner
regulieren auch posttranslationale Prozesse an den Tubulinuntereinheiten das
dynamische Gleichgewicht zwischen Polymerisation und Dissoziation [32, 33].

Ein Calcium Uberschuss fordert die Depolymerisation [33].

Die Mikrotubuli entspringen einem microtubule organizing center (MTOC) [34].
Es gibt verschiedene MTOC-Typen. Einer davon ist das Zentrosom. Es besteht
aus einem Paar Zentriolen und einer umgebenden perizentriolaren Matrix. Es
organisiert die Zellteilung und ist der Ausgangspunkt der Mitosespindel. Das
Zentrosom liegt Ublicherweise einzeln vor, teilt sich aber in der S-Phase um
einen regelrechten Ablauf der Mitose zu gewahrleisten [35, 36]. Zentrosomen
beinhalten y-Tubulin, welche in einer ringartigen Struktur organisiert sind. Y-
Tubulin gleicht aufgrund seiner elektrischen Ladung einem Plus-Ende eines
Mikrotubuli und ermdglicht dadurch die Anheftung einer Tubulinuntereinheit.

Damit ermoglicht der y-Tubulin Ring im Zentrosom die de novo Bildung



(Nukleation) des Mikrotubulusapparates [37].

1.3.2 Wechselwirkung mit der Steroidhormonbiosynthese

Die Steroidhormonbiosynthese erfolgt im endoplasmatischen Retikulum (ER)
und im Mitochondrium, wobei der Substrataustausch zwischen ER und dem
Mitochondrium bislang noch nicht vollstandig verstanden ist. Dabei scheint es
eine Interaktion zwischen dem Mikrotubulusapparat  und der
Steroidhormonbiosynthese zu geben. So zeigten einige Studien, dass der
Transport von Cholesterin zum P450 side chain cleavage Enzym (P450 scc)
durch die Gabe von Inhibitoren der Polymerisation der Mikrotubuli verringert
wird [38]. Ferner konnte eine andere Arbeitsgruppe zeigen, dass durch die
Inhibition der Mikrotubuli die Aufnahme radioaktiv markierter LDL und HDL
Molekule abnimmt [39]. AulRerdem greift der Mikrotubulusapparat in die
Steroidogenese Uber die Anordnung der Zellorganellen ein [40]. Die Verbindung
zwischen der Steroidogenese und dem Mikrotubulusapparat wird im cAMP-
Signalweg gesehen. Wie im vorherigen Kapitel erwahnt, wirkt ACTH Uber den
cAMP- Signalweg auf seine Zielgene. So konnte eine Arbeitsgruppe darstellen,
dass die Gabe von ACTH und einem cAMP-Analogon die Beweglichkeit der
Mitochondrien ansteigen liel3 [41]. Davor wurde schon die Assoziation des
Mikrotubulusapparat mit dem Mitochondrium [42] und die Teilnahme von
microtubule associated proteins (MAPs), wie Kinesin und Dynein, bei
mitochondrialer Bewegung dargestellt [43]. Der ACTH/ cAMP-Signalweg bewirkt
die erhohte Beweglichkeit der Mitochondrien Uber den RhoA diaphanous
homolog 1 (DIAPH1) abhangigen Signalweg [40]. cAMP erhoht die Aktivitat der
Proteinkinase A, welche den Gehalt an Sphingosin-1-phosphat erhéht. Das
fuhrt zu einer erhdhten Konzentration an Calcium, welches RhoA aktiviert. RhoA
interagiert mit DIAPH1. Gemeinsam ordnen sich das endoplasmatische
Retikulum und Mitochondrium mithilfe des Zytoskeletts, inklusive des
Mikrotubulusapparat, aneinander an. Dadurch kdénnte der Stoffaustausch

begunstigt und die Steroidhormonbiosynthese gefordert werden [40].



1.3.3 Zentrosomales Clustering

Die Anzahl der Zentrosomen wird stark reguliert. Veranderungen von
Tumorsuppressor- und Onkogenen koénnen zu einer zentrosomalen
Amplifikation fuhren [44]. Zentrosomale Aberrationen sind haufig in bdsartigen
Tumoren zu finden und sind mit chromosomaler Instabilitdt und malignen
Verhalten vergesellschaftet [45-47]. Chromosomale Instabilitdt kann als
Ursache des Verhaltens diverser maligner Entitaten gesehen werden [48, 49].
Uberzahlige Zentrosomen bilden wahrend der Zellteilung mehrere Spindelpole.
Multipolare Mitosen sind in vielen malignen Tumoren zu beobachten und stehen
im Verdacht eine chromosomale Instabilitat zu begunstigen [45]. Es wurde aber
auch gezeigt, dass das Ausbilden mehrerer Spindelpole wahrend der Mitose, zu
einer erhdhten Sterblichkeit bei den betroffenen Tumorzellen fuhrt [48, 50, 51].
Um das zu vermeiden, werden die Uberzahligen Zentrosomen auf zwei
Spindelpole verteilt. Man spricht hierbei von zentrosomalen Clustering. Dieser
Vorgang wurde vor knapp 30 Jahren bei einer Neuroblastom-Zelllinie erstmalig
beschrieben [52]. Die Eigenschaft Uberzahlige Zentrosomen bipolar anzuordnen,
ist keine Eigenschaft, die nur malignen Gewebe zugrunde liegt. Auch
Hepatozyten besitzen, aufgrund einer physiologischen Polyploidie, Uberzahlige
Zentrosomen. Sie sind auch zu einem zentrosomalen Clustering befahigt [53].
Wahrend des zentrosomalen Clustering greifen diverse Mechanismen. So
konnten einige Arbeitsgruppen zeigen, dass Uberschussige Zentrosomen zu
einer Aktivierung des MAD2L1 (mitotic arrest deficient 2-like 1) Proteins fUhren.
Dies fuhrt zu einem verspateten Eintritt in die Anaphase und ermdglicht dadurch
das zentrosomale Clustering und das Vermeiden von multipolaren Mitosen [54,
55]. Ferner begunstigt der Zug des Spindelapparates wahrend der Mitose
zentrosomales Clustering durch eine bipolare Positionierung der Zentrosomen
[55]. Interessanterweise fuhrt eine Verminderung des Spindelzugs, begunstigt
durch den Verlust wichtiger Hilfsproteine, zu einem vermehrten Auftreten von
multipolaren Mitosen [56]. Zudem konnte in Drosophila Fliegen gezeigt werden,
dass die Induktion zentrosomaler Aberration zu einer Hyperproliferation und
anschlieBender Tumorprogression fuhren kann [57]. Da zentrosomale
Amplifikation fast ausschlief3lich bei Tumorzellen auftritt, ist die Hemmung des

zentrosomalen Clustering als therapeutisches Mittel denkbar [45]. Das
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Antimykotikum  Griseofulvin  inhibiert das  Clustering  Uberschissiger
Zentrosomen [58]. Dabei ist nicht ganz geklart, ob Griseofulvin den
Mikrotubulusapparat direkt oder indirekt Uber assoziierte Proteine hemmt [59].
In unserer Arbeitsgruppe konnten wir zeigen, dass Griseofulvin in

adrenokortikalen Karzinomzellen zu einer vermehrten Apoptose flhrt [60].

1.4 Nebennierenrindentumore

1.4.1 Epidemiologische und diagnostische Aspekte

Die Inzidenz von Nebennierentumoren ist altersabhangig und steigt mit
zunehmendem Lebensalter auf mehr als funf Prozent an. Aufgrund ihrer
variablen Biologie konnen Nebennierentumore unterschiedliche Kklinische
Probleme verursachen [61, 62]. Zum einen sind Aldosteron-produzierende
Adenome oft die Ursache einer sekundaren Hypertonie (»Conn-Syndrom«).
Andererseits konnen sie als Cortisol-produzierende Tumore Ursache eines
Cushing-Syndroms sein. Noch andere Hormonexzesssyndrome (z.B.
Androgenexzess) sind zwar seltener, aber dann in vielen Fallen mit Malignitat
assoziiert [62]. Der Sekretionsstatus von Nebennierenrindenkarzinomen
schwankt je nach Literatur zwischen 25 bis 75 Prozent [63, 64]. Es scheint aber,
dass adrenokortikale Karzinome bei ausfihrlicher und grindlicher Diagnostik
meist Hormone sezernieren [63].

Ein weiteres Charakteristikum bei Nebennierenrindenkarzinomen ist die Co-
Sekretion von Cortisol und Androgenen [63]. Die histopathologische
Untersuchung bereitet oft Schwierigkeiten bezlglich der Dignitat, selbst flr
erfahrene Pathologen. Dies hat eine hohe klinische Relevanz, da die Prognose
bei einem malignen Befund deutlich schlechter ist [65]. Aufgrund dieser
Problematik schlug der Pathologe L.M. Weiss ein histologisches
Bewertungssystem vor, auf dessen Basis adrenokortikale Neoplasien bewertet
werden sollen, der Weiss Score [66]. Seitdem hat sich der Weiss Score in der
klinischen Praxis etabliert und sich zu einem weltweiten Standard entwickelt.
Dabei bedient sich der Weiss Score neun histologischen Kriterien (siehe Abb.2).

Zu den Kiriterien zahlen: Ein hoher nuklearer Grad nach den Kriterien von



Fuhrman [67], eine hohe Mitose-Rate, atypische Zellteilungen, mehr als 25
Prozent der Tumorzellen sind blasse, lipidreiche clear cells, diffuse
Zytoarchitektur, Nekrosen und entweder Invasion der venodsen ,sinusoidalen
oder kapsularen Strukturen [66]. Wenn drei oder mehr dieser genannten
Kriterien zutreffen, ist ein malignes Verhalten sehr wahrscheinlich [68]. Ferner

korreliert ein hoher Weiss Score auch mit einer schlechteren Prognose [69].

Charakteristika Punkte

Kernatypie (maBig bis stark) 1

Mitosen

Atypische Mitosen (ja/nein)

Helle Zellen <25 Vol. Anteil

Diffuses Wachstum

Veneneinbruch

Sinus-Einbruch

Tumorkapselinvasion

— | | | [

Nekrosen (ja/nein)

Abb.2: Weiss Score

Histopathologisches Bewertungssystem zur Beurteilung adrenokortikaler Neoplasien
hinsichtlich der Dignitat.

1.4.2 Genetische Veranderungen bei Nebennierenkarzinomen

Nebennierenkarzinome weisen eine hohe genetische Instabilitat auf. Eine
Arbeitsgruppe konnte eine Korrelation der genomischen Instabilitat mit der
TumorgrofRe und der Malignitat darlegen [70]. Eine zentrosomale Amplifikation
konnte sowohl in Adenomen, als auch in Karzinomen der Nebennierenrinde
beobachtet werden [71]. Bezuglich der Pathogenese sind noch viele Fragen
offen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Insulin-
like growth factor 2 (IGF-Il) besteht. Durch in vitro Experimente wurde
ersichtlich, dass IGF-Il Gber Aktivierung des IGF-1 Rezeptors zur adrenalen
Tumorproliferation beitragt [72]. Zudem sind haufig inaktivierende Mutationen
des Tumorsuppressorgens p53 und aktivierende Mutationen des
Protoonkoproteins [3-Catenin in Karzinomen der Nebennierenrinde zu
beobachten [73]. Der Wnt (wingless-related integration site)/Beta-Catenin-
Signalweg kann sowohl bei gutartigen als auch bei bdsartigen Tumoren der

Nebennierenride aktiviert werden [74]. So konnte bei Transkriptom-Studien
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gezeigt werden, dass Wnt/R-Catenin-Zielgene in Nebennierenrindenkarzinomen
Uberexprimiert werden [75]. Die Rolle des Wnt/[3-Catenin-Signalweges bei der
Nebennierentumorgenese konnte im Mausmodell dargestellt werden. Die
konstitutive Aktivierung von R-Catenin in der Nebennierenrinde transgener
Mause flhrte zur Entwicklung makroskopischer Adenome [76]. Ebenfalls wurde
beschrieben, dass Veranderungen der DNA-Methylierung und der MicroRNA
(miRNA) Expression Auswirkungen auf die Malignitat und Prognose haben [77,
78]

1.5 Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war die Analyse der in vitro Effekte von Griseofulvin auf die
adrenale Steroidbiosynthese. Zudem sollte untersucht werden, ob sich
hinsichtlich verschiedener adrenokortikaler Tumorentitaten Unterschiede in der
Expression von y-Tubulin als zentrosomales Strukturelement ergeben. Dazu
wurde humanes Probenmaterial (Adenome und Nebennierenkarzinome) mittels
Immunfluoreszenz gefarbt, mikroskopisch ausgewertet und mit
patientenspezifischen Daten, wie z. B. der Metastasierung, korreliert. Ziel war
es, den Weiss-Score, hinsichtlich der Trennscharfe zwischen benignen und

malignen Veranderungen der Nebennierenrinde zu verbessern.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 NCI-H295/NCI-H295R Zellen

Im Jahr 1980 wurde bei einer 48-jahrigen Afroamerikanerin ein adrenokortikales
Karzinom entdeckt. Klinisch imponierte die Symptomatik eines Steroidexzesses,
der sich durch Akne, Hirsutismus, Odeme und UnregelmaRigkeiten der
Menstruationsblutung bemerkbar machte. Aus diesem invasiv wachsenden
Karzinom, welches sich auch schon in Lunge und Leber abgesiedelt hatte,
wurde die NCI-H295 Zelllinie gewonnen [79].

Im weiteren Verlauf hat man aus den NCI-H295 Zellen die NCI-H29R Zelllinie
kultiviert, die sich besser an den Boden einer Zellkulturplatte anheftet. Diesen
Stamm selektierte man durch die konsequente Verwerfung nicht anheftender
NCI-H295 Zellen [80].

Der NCI-H295R Stamm wurde flur diese Arbeit verwendet.

Aus zytogenetischen Untersuchungen der NCI-H295 Zellen wurde eine Vielzahl
chromosomaler Aberrationen ersichtlich, wie etwa eine Hyperploidie und eine
variable Chromosomenzahl [79].

Trotzdem besitzt die NCI-H295 Zelllinie Charakteristika und Eigenschaften, die
sie zur Steroidhormonbiosynthese befahigen, welche modellhaft einer humanen
adrenokortikalen Zelle gleichen. So ahnelt sie, hinsichtlich dem
ultrastrukturellen Aufbau der Mitochondrien und dem glatten endoplasmatischen
Retikulum, einer steroidproduzierenden Zelle, so dass es dieser Zelllinie
ermoglicht bis zu 30 verschiedener Steroide zu synthetisieren [79].

Wichtige physiologische Einflussgréof’en der Steroidhormonbiosynthese in der
Nebennierenrinde sind der Serumkaliumspiegel, ACTH und Angiotensin Il (ANG
II). Bei Erstbeschreibung der NCI-H295 Zellen wurde hinsichtlich der
Stimulierbarkeit mit ACTH keine Aussage gemacht [79]. Im weiteren Verlauf
wurde deutlich, dass erhohte ACTH Spiegel nicht zu einer entsprechenden
Erhdhung der fur die Steroidhormonbiosynthese kodierenden Enzymtranskripte
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fuhren [81]. Ursachlich ist eine geringe Expression des Melanocortinrezeptors 2,
welcher die ACTH Wirkung vermittelt [82].

Im Gegensatz dazu, fuhrt die Stimulation mit Forskolin zu einer vermehrten
Produktion diverser Steroide wie Cortisol, DHEA, DHEA-S, Androstendion,
Aldosteron und weiterer Zwischenprodukte der Steroidhormonbiosynthese [80]
in den NCI-H295 Zellen. Vermittelt wird dieser Effekt durch den intrazellularen
cAMP-abhangigen Signalweg. Ferner wird die Aldosteronsynthese noch uber
den intrazellularen Calciumspiegel, Serumkaliumspiegel und Uber die
Phosphoinositase-C reguliert [83-85].

Zudem bewirkt eine Depolarisation der Glomerulosazellen eine vermehrte
Expression der  Aldosteronsynthase. Dies wird induziert durch
spannungsabhangige Chloridkanale, welche sich unter Hyperpolarisation 6ffnen.
Mutationen in dem kodierenden Genabschnitt sind in Formen des familidren
Hyperaldosteronismus vorzufinden [86].

Des Weiteren stimulieren auch Parathormon und Parathormon-ahnliche Peptide
cAMP- abhangig die Aldosteronbiosynthese [87].

Trotz der fehlenden Stimulierbarkeit mit ACTH eignen sich die NCI-H295/NCI-
H295R Zelllinien als Modell fir die Steroidbiosynthese in einer humanen

adrenokortikalen Zelle.

2.1.2 Kultivierung der NCI-H295R Zellreihe

Als Modellsystem fur die Stimulationsexperimente diente die NCI-H295R
Zelllinie, die aus Nebennierenrindenkarzinomzellen kultiviert wurde. Es wurde
RPMI1640 + L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) als Kulturmedium
benutzt, dem 2 % fetales Kalberserum (Invitrogen), Streptomycin 100 ug/ml
(Invitrogen), Penicillin 100 U/ml (Invitrogen), Hydrokortison 10 nM (Sigma-
Aldrich, Mudnchen, Deutschland), Apo-Transferrin 10 pg/ml (Sigma-Aldrich),
Estradiol 10 nM (Sigma-Aldrich), Natrium-Selenit 30 nM (Sigma- Aldrich) und
Insulin 66 nM (Sigma-Aldrich) zugefliigt wurde. Die Zellen wurden in einer
vollstandig mit Wasserdampf gesattigten Atmosphéare bei 95 Prozent Raumluft
und 5 Prozent Kohlendioxid in einem Brutschrank bei 37 ° C inkubiert. Das

Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Bei ausreichender Zelldichte erfolgte
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die Aufsplittung mithilfe von Accutase (PAA Laboratories, Colbe, Deutschland).
Dazu wurde das Zellkulturmedium verworfen, mit Phosphat gepufferter
Kochsalzlosung mit einem PH von 7,4 (PBS, Phosphate Buffered Saline,
Gibco/Invitrogen) gewaschen und mit Accutase fur 7 Minuten fur 37 °C Minuten
im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurden die in Accutase geldsten Zellen 7
Minuten bei 1400 Umdrehungen/ Minute zentrifugiert. Die Resuspension des
erhaltenen Zellpellet erfolgte in Medium. Ferner wurden die mit Tryptanblau
(Sigma- Aldrich) angefarbten vitalen Zellen mit einer Neubauer Zahlkammer
ausgezahlt. Je nach Versuchsaufbau wurden die Zellen dann auf 6-Well Platten

ausgesat.

2.1.3 Mycoplasmentest

Die NCI-H295R Zellen wurden regelmafig auf eine mogliche Kontamination mit
Mycoplasmen getestet. Mycoplasmen beeintrachtigen aufgrund toxischer
Stoffwechselprodukte und Verbrauch wichtiger Substrate die Zellproliferation.
Fir die Kontaminationskontrollen fand das Venor® GeM PCR-Kit (Biochrom,
Berlin, Deutschland, W 11-1025) Verwendung. Die Ergebnisse waren dabei
immer negativ, sodass eine Verunreinigung und Beeinflussung der

Versuchsreihen durch Mycoplasmen auszuschlieRen ist.
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2.2 Hormon ELISA

2.2.1 Material und Methoden

Zur Bestimmung der Konzentration von Aldosteron, Dehydroepiandrosteron
(DHEA) und Cortisol im Uberstand, der mit Griseofulvin (Sigma- Aldrich)
inkubierten NCI-H295R Zellen, wurde jeweils ein spezifischer ELISA-Kit fur
Aldosteron (EIA-5298, DRG, Marburg, Deutschland), DHEA (EIA-3415, DRG)
und Cortisol (EIA-1887, DRG) herangezogen.

Diese basieren auf dem Prinzip eines Festphasen-Enzymimmunoassays. Das
Griseofulvin wurde in DMSO (Dimethylsulfoxid, Sigma Aldrich) geldst. Die 96
Wells der Titerplatten sind mit einem spezifischen Antikdrper beschichtet, der
eine freie Antikorper- Bindungsstelle gegen das jeweilige Hormon besitzt. Die
Proben wurden daraufhin in die beschichteten Wells pipettiert und zusammen
mit einem  standardisierten = Hormon-Enzymkonjugat inkubiert. Das
Hormonkonjugat und das in der Probe vorhandene Hormon konkurrieren
kompetitiv um die freie Bindungsstelle. Daraufhin wurden die Wells gewaschen,
um nicht gebundenes Konjugat zu entfernen. Dann wurde eine Substratldsung
dazugegeben, worauf es aufgrund der enzymatischen Wirkung des Hormon-
Enzymkonjugates zu einem Farbumschlag kam.

Dabei ist die Intensitat der gebildeten Farbe umgekehrt proportional zur
Konzentration des in der Probe gelosten Hormons. Die Konzentration wurde
photometrisch, bei einer Wellenlange von 450 nm, mithilfe eines

Mikroplattenlesers gemessen.

2.2.2 Versuchsaufbau

NCI-H29R Zellen wurden ohne oder mit Griseofulvin in Konzentrationen von
0,1uM, 1uM, 10uM, 40uM und 100uM fir 24 Stunden inkubiert. Dabei enthielt
die Kontrolle 0,12 % DMSO, was der hdchsten Konzentration von DMSO als
Lésungsmittel fur Griseofulvin entsprach. Daraufhin wurde das Medium, der

nach jeweiligem Schema inkubierten Zellen, mittels ELISA bezuglich der
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Hormonkonzentrationen von Cortisol, DHEA und Aldosteron untersucht.

2.2.3 Messung und Auswertung

Mithilfe eines Mikroplattenlesers wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von
450 nm bei jedem einzelnen inkubierten Well gemessen. Die
Hormonkonzentrationen der Proben wurden mithilfe verschiedener
Standardproben ermittelt. Die Hormonkonzentrationen in den Standardproben
waren bekannt und wurden, als Bestandteil des jeweiligen ELISA KIT,
mitgeliefert. Statistische Berechnungen wurden mittels einer Einweg-
Varianzanalyse (ANOVA) und einer Bonferroni Korrektur (p < 0.05)
durchgefuhrt. Hierbei wurde das Statistikprogramm SPSS benutzt (IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY, USA: IBM Corp.).

2.3 Kaliummessung im Mediumuiberstand

2.3.1 Material und Methodik

Der Uberstand der mit Griseofulvin inkubierten NCI-H295R Zellen wurde
abgenommen und im Zentrallabor des Universitatsklinikums Dusseldorf
analysiert. Dabei wurde die Kaliumkonzentration mittels einer ionenselektiven
Elektrode ermittelt. Das verwendete Zellmedium gleicht dem zuvor verwendeten

Kultivierungsmedium.

2.3.2 Versuchsaufbau

NCI-H295R Zellen wurden mit und ohne Griseofulvin flir 24 Stunden inkubiert,
wobei die Kontrolle 0,12 % DMSO enthielt. Das in DMSO geldste Griseofulvin
wurde in aufsteigenden Konzentrationen von 0,1uM, 1uM, 10uM, 40uM und
100uM in das jeweilige Kulturmedium gegeben.
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2.3.3 Auswertung

Statistische Berechnungen wurden mittels einer Einweg-Varianzanalyse
(ANOVA) und einer Bonferroni Korrektur (p < 0.05) durchgefihrt. Hierbei

wurde das Statistikprogramm SPSS benutzt (IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 22.0. Armonk, NY, USA: IBM Corp.).

2.4 Immunfluoreszenzfarbung der NCI-H295R Zellen

2.4.1.Material und Methodik

Die NCI-H295R Zellen wurden auf sterilen Cover-Slips ausgesat, die sich in 6-
Wells befanden. Zur besseren Anheftung der Zellen erfolgte die Vorbehandlung
der Cover-Slips mit einem Bunsenbrenner. Bei ausreichender Zelldichte wurden
die Zellen fir 24 Stunden mit Griseofulvin unter Verwendung aufsteigender
Konzentrationen von 0,1uM, 1uM, 10uM, 40uM und 100uM inkubiert. Danach
wurden die Zellen mehrmals mit D-PBS gewaschen und anschlielend mit -
20°C kaltem Methanol 20 Minuten lang fixiert. Daraufhin erfolgte wieder die
Waschung mit D-PBS und ein dreimaliges Waschen mit Triton x-100 0,3 %.
Nach Blockierung mit 5 % Schweineserum (Dako, Hamburg, Deutschland) fur
eine Stunde wurden anschlieBend die Zellen mit einem y-Tubulin Antikoérper
(Sigma-Aldrich, monoklonal, Maus, Katalognummer: T6557) oder einem SF-1-
Antikdrper (Abcam, polyklonal, Kaninchen, Katalognummer: ab65815) in einer
Konzentration von 1:1000 Gber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte
wiederum eine dreimalige Waschung mit D-PBS. Danach wurde die Inkubation
mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugierten sekundaren Antikorper Alexa Fluor
488 (Huhn Anti- Kaninchen/Ziege Anti- Maus, Molecular Probes, Leiden,
Niederlande) fur eine Stunde bei Raumtemperatur in einer Konzentration von
1:1500 vollzogen.

Daraufhin erfolgte wiederum die dreifache Waschung mit PBS. Die Kernfarbung
und Eindeckung wurde mittels Prolong® Gold antifade reagent with DAPI (Life
Technologies, Darmstadt, Deutschland, P36931) durchgefuhrt.

16



2.4.2 Auswertung

Zur Fotodokumentation wurde die AxioCam und das Axioskop 2 plus benutzt
(Carl Zeiss, Jena, Deutschland, Intas Science Imaging Instruments, Gottingen,
Deutschland). Daraufhin wurde mit der frei verfugbaren Grafiksoftware The
Gimp (GNU, General Public License, www.gimp.org) die Kernfarbung entweder
mit der SF-1 oder der y -Tubulin Farbung unter Verwendung von konstanten
Parametern zu einem Bild fusioniert. Dem folgte eine deskriptive Auswertung

des vorhandenen Bildmaterials.

2.5 Immunfluoreszenz humaner Paraffinschnitte

2.5.1 Material und Methodik

FUr die Immunfluoreszenzfarbung wurde menschliches Probenmaterial von
Aldosteron-produzierenden Adenomen (n=10), Cortisol- produzierenden
Adenomen (n=6), und Nebennierenkarzinomen verwendet (n=9). Die
Rehydratation der auf den Objekttragern befindlichen Paraffinschnitte erfolgte
mittels einer Xylol/Alkoholreihe. Zuerst wurden die Schnitte 2 x 10 Minuten in
ein Xylolbad gelegt. Die Entparaffinisierung erfolgte Uber eine absteigende
Alkoholreihe. Dabei wurden die Schnitte zuerst mit 99% Ethanol fur 5 Minuten
inkubiert, anschlieend mit 90% Ethanol, dann mit 80% und 60%, hiernach mit
50% und zuletzt mit 30%. Daraufhin wurden die Schnitte dreifach mit PBS
gewaschen und unspezifische Bindungsstellen fir eine Stunde mit 5 %
Schweine-Serum blockiert. Danach erfolgte die Inkubation mit einem primaren
y-Tubulin Antikérper (Sigma-Aldrich, monoklonal, Maus, Katalognummer: T6557)
in der Verdinnung 1:2500 Uber Nacht bei 4° C. Es wurde in jedem Versuch ein
Kontrollschnitt ohne primaren Antikérper inkubiert, um unspezifische
Reaktionen des sekundaren Antikérpers zu erfassen. Daraufhin wurden alle
Objekttrager erneut dreifach mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die

Inkubation mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugierten sekundaren Antikorper
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(Alexa Fluor 488, Ziege Anti- Maus, Molecular Probes, Leiden, Niederlande) fur
1 Stunde bei Raumtemperatur in einer Konzentration von 1:1500.

Anschlielend wurden die Schnitte erneut dreimal mit PBS gewaschen. Die
Kernfarbung und Eindeckung erfolgte mittels Prolong® Gold antifade reagent
with DAPI (Life Technologies).

2.5.2 Auswertung

Die mikroskopische Untersuchung erfolgte anhand eines AxioCam und eines
Axioskop 2 plus (Carl Zeiss, Jena, Deutschland, Intas Science Imaging
Instruments, Gottingen, Deutschland). Die Fusion der Bilddaten fur die
Kernfarbung und die y-Tubulin spezifische Farbung erfolgte mittels der frei
erhaltlichen Grafiksoftware The Gimp (GNU, General Public License,
www.gimp.org). Es wurden jeweils 10 zufallig ausgewahlte Bildausschnitte pro
Objekttrager bei einer 400-fachen Vergroflerung und 3 bei 630-fachen
Vergroferung gewahlt. Innerhalb der Versuche wurden die Belichtungszeit und

alle Einstellungen fur die grafische Verarbeitung konstant gehalten.

2.5.3 Ethikvotum

Zu dieser Arbeit liegt ein Ethikvotum vor: Studiennummer 4515 (,Zentrosomale

Aberrationen in Nebennierentumoren®).

2.6 Quantitative TaqMan PCR

2.6.1 Versuchsaufbau

Far die Messung der steroidogenic factor-1 messenger RNA (mRNA) wurden
500.000 NCI-H295R Zellen in 6-Well Platten ausgesat. Bei 70 prozentiger

Konfluenz erfolgte die Stimulation der Zellen mit Griseofulvin in Konzentrationen
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von 100 nM, 1 uM, 10 yM, 40 yM und 100 uM Uber 24 Stunden. Die Kontrolle
erfolgte anhand eines nicht stimulierten Wells, dabei wurden in das
Zellkulturmedium aquivalente Dosen von DMSO, kongruent zu den stimulierten

Zellen, appliziert.

2.6.2 RNA Isolierung

Zur RNA Extraktion wurde ein RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
benutzt. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Die Lyse
erfolgte  mit einem RNase-inaktivierenden Guanidinisothiozyanat-haltigen
Puffers (RLT). Zur Homogenisierung wurde das Zelllysat auf Qiashreddern
(Qiagen, Hilden, Deutschland) bestlickt und anschlieBend mit hochster
Drehzahl zentrifugiert. Hierdurch und durch die Zugabe von Ethanol (Sigma-
Aldrich) konnte die Viskositat des Zelllysates vermindert werden. Dies
begunstigte die Bindung der RNA an die Siliziummembranen. Die Zelllysate
wurden auf Qiagen RNeasy-Saulen bestickt und fir 15 Sekunden bei 10000
rom zentrifugiert, wobei sich die RNA an die Membran bindet. Durch die
schrittweise Zugabe von 700uL RW1-Puffer und 500 uL RPE-Puffer und einer
darauffolgenden Zentrifugation bei 10000 rpm fir 15 Sekunden wurde die
Waschung durchgeflihrt. Danach erfolgte zur vollstandigen Trocknung noch
eine zweiminltige Zentrifugation. Durch die Gabe von 30 pL RNase-freiem
Wasser und anschlieRender Zentrifugation bei 10000 rpm fir 1 Minute konnte
die gebundene RNA gel6st und aufgefangen werden. Daraufhin erfolgte ein

DNase Verdau.

2.6.3 RNA-Messung

Zur Messung der RNA-Konzentration und deren Reinheit wurde ein Photometer
der Firma Eppendorf benutzt. Dabei wurde die optische Dichte bei einer
Wellenlange von 260 nm (OD260) gemessen und die RNA-Konzentration
indirekt Uber die Extinktion berechnet. Gleichzeitig nahm der OD260/0D280

Quotient Werte zwischen 1,8 und 2 an, was auf eine hohe Reinheit der
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gemessenen RNA Probe schliel3en lief3.

2.6.4 cDNA-Synthese

Zur cDNA-Synthese wurde das High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
von Applied Biosystems benutzt. Um die cDNA-Synthese zu starten musste
zuerst ein 2X reverse transcription Master Mix erstellt werden. Er enthielt einen
Reaktionspuffer, Deoxynukleotide (8 mM), Random Primer, Nuclease freies
Wasser und eine reverse Transkriptase. Daraufhin wurden 10 ul des Master Mix
in ein Mikroreaktionsgefal} pipettiert. Im nachsten Schritt wurde dann 10 pl einer
RNA Probe hinzugefugt. Es wurde darauf geachtet, dass die RNA-Probe
zwischen 500 bis 1000 ng RNA enthalt. Dann wurden die Mikroreaktionsgefalie

versiegelt und zentrifugiert.

Um die reverse Transkription zu starten, wurde ein Thermocycler der Firma
Biometra mit den MikroreaktionsgefaRen beladen (siehe Abbildung 3). Zuerst
erfolgte die Inkubation bei 25 °C fur 10 Minuten, um eine Anlagerung der Primer
an die RNA zu férdern. Daraufhin wurden die Reaktionsansatze bei 37°C fur
120 Minuten inkubiert, um die reverse Transkription zu ermoéglichen. Danach
erfolgte die Erhitzung des Reaktionsansatzes auf 85 °C fur 5 Minuten. Dadurch
wurde die reverse Transkriptase inaktiviert. Zuletzt wurden die nun

umgeschriebenen Reaktionsansatze auf 4 °C gekdhlt und dann bei —20 °C

gelagert.

1.Schritt 2.Schritt 3.Schritt 4 Schritt
25°C 37 °C 85 °C 4°C

10 Minuten 120 Minuten 5 Minuten -

Abb.3: cDNA-Zyklus

Schematische Darstellung des cDNA-Synthese Protokolls mittels eines Thermocyclers.
Dargestellt sind die Inkubationszeiten und Temperaturen, die im jeweiligen Schritt verwendet

werden.
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2.6.5 TagMan PCR

Als Primer und Sonden fur das SF-1 Gen wurde ein vorgefertigtes TagMan®
Gene Expression Assay (Applied Biosystems by Life technologies, Darmstadt,
Deutschland, Katalognr.: 4331182) benutzt. Als endogene Kontrolle diente das
Housekeeping Gen [B-Actin (ACTB) (Applied Biosystems by Life technologies,
Katalognr.: 4333762T). Die Reaktionsansatze zur Konzentrationsbestimmung
der SF-1-und ACTB-cDNA sind in Abbildung 4 ersichtlich. Es wurde jede Probe

dreifach auf ein 96-Well pipettiert und in der spateren Auswertung ein Mittelwert

gebildet.
Substanz SF-1 ACTB
2xTagMan® Universal 10 pl 10 ul
Master Mix
TagMan® Gene 1 ul 1 ul
Expression Assay
Aqua Dest. variabel variabel
cDNA variabel (150 ng) variabel (150 ng)
z 20 20

Abb.4: TagMan PCR Reaktionsansatz

Aufbau der Reaktionsansatze zur Konzentrationsbestimmung der relativen SF-1- und 8 Actin-
cDNA Konzentrationen durch eine TagMan-PCR.

Die SF-1-und ACTB-spezifischen Sonden wurden mit Reporterfarbstoff FAM
gekoppelt. Die Reaktionsansatze wurden fir zwei Minuten bei 50°C inkubiert
und darauffolgend flr zehn Minuten bei 95 °C. AnschlieRend erfolgten 40
Zyklen, jeweils bei 95°C fur 15 Sekunden und bei 60°C fur eine Minute. Zur
Bestimmung der relativen mRNA Expression von SF-1 wurde die komparative
Ct-Methode gewahlt. Dabei wird jeder Amplifikationsreaktion ein Ct-Wert
(cycle threshold) zugeordnet. Diese theoretische Grole stellt den Zyklus dar, in
welcher die Amplifikationskurve erstmalig exponentiell verlauft. Aufgrund der
halb-logarithmischen Darstellung stellt sich der exponentielle Abschnitt der

Amplifikationskurve linear dar. Durch die Bildung der Differenz ACt aus dem
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Zielgen SF-1 und dem Referenzgen ACTB sollten etwaige Schwankungen,
durch die Normalisierung auf das Zielgen SF-1, ausgeglichen werden. Die
unstimulierte Kontrollprobe diente als Kalibrator zur Berechnung der relativen
Expression. Die genaue mathematische Herleitung ist dem User Bulletin 2 von

Applied Biosystems zu entnehmen.

2.6.6 Auswertung

Die anschlieRende statistische Auswertung wurde mittels einer Einweg-
Varianzanalyse (ANOVA) und einer Bonferroni Korrektur (p < 0.05)

durchgefuhrt. Hierbei wurde das Statistikprogramm SPSS benutzt (IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY, USA: IBM Corp.).
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3 Ergebnisse

3.1 ELISA

3.1.1 Aldosteron

Es zeigte sich nach 24-stindiger Inkubation mit Griseofulvin ein Anstieg der
Konzentration von Aldosteron im Zellmedium der NCI Zellen. Der Effekt nahm
dosisabhangig zu (Abb.5). Eine statistische Signifikanz wurde hierbei erreicht
(p=0,05).

Aldosteron Konzentration o
p<0,
I\
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n=5
Abb.5: Aldosteron Konzentration bei NCI-H295R Zellen

ELISA Messungen der Aldosteronkonzentration im Zellmedium nach 24 stindiger Inkubation mit

Griseofulvin (n=5)
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3.1.2 DHEA

Nach 24-stundiger Inkubation mit Griseofulvin war ein Anstieg der DHEA-
Konzentration zu verzeichnen (Abb.6). Der Effekt beschreibt einen
dosisabhangigen Verlauf. Die Auswertung ergab eine statistische Signifikanz
(p=0,046).
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Abb.6: DHEA Konzentrationen bei NCI-H295R Zellen
Elisa Messungen der DHEA Konzentration im Zellmedium nach 24-stindiger Inkubation mit

Griseofulvin (n=3)

24



3.1.3 Cortisol

Ein leichter Anstieg der Cortisolkonzentration im Medium nach Inkubation mit
Griseofulvin ist zu erkennen (Abb.7). Es ist aber keine statistische Signifikanz

zwischen den Gruppen nachweisbar.
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Abb.7: Cortisol Konzentrationen bei NCI-H295R Zellen

Cortisol Konzentration im Zellmedium nach 24-stiindiger Inkubation mit Griseofulvin (n=7)
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3.2 Kalium

Das Griseofulvin lag gelést in DMSO vor. Da DMSO bei hoéheren
Konzentrationen zytotoxisch wirkt, wurde auch die Kaliumkonzentration im
jeweiligen Zellmedium gemessen. Dadurch sollte ausgeschlossen werden, dass
erhohte Kaliumspiegel die gemessenen Spiegel von DHEA, Aldosteron und
Cortisol beeinflussen.

Es ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied bezlglich der

Kaliumkonzentration zwischen der Kontrolle und der Intervention (Abb.8).

Kalium Konzentration

mmol/ml
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Abb.8: Kalium Konzentrationen bei NCI-H295R Zellen

Kalium Konzentration im Zellmedium nach 24-stiindiger Inkubation mit Griseofulvin (n=4)

3.3 Immunfluoreszenz der NCI-H295R Zellen

Die Immunfluoreszenzfarbung, welche mittels eines Antikérpers gegen y-
Tubulin gerichtet ist, zeigte in der Kontrolle eine homogene Verteilung im
Zytoplasma mit einem solitdren punktahnlichen Signal in der perinuklearen
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Umgebung. Die Exposition der NCI-H295R Zellen mit Griseofulvin |6ste
hingegen eine Zerstreuung der y-Tubulinfluoreszenz im gesamten Zytoplasma
aus (Abb.9). Des Weiteren hat sich die zellulare Verteilung von SF-1 in den
adrenalen NCI-H295R Zellen nach Inkubation mit Griseofulvin verandert. So

wurde die nukleare Verteilung von SF-1 ausgepragter (Abb.10).

Abb.9: Y-Tubulin Expression bei NCI-H295R Zellen

Die Immunfluoreszenzfarbung demonstriert die y-Tubulin Expression bei NCI-H295R Zellen.
Abbildung A: Unstimulierte Kontrolle. Blau fluoreszierende DAPI-Farbung stellt den Zellkern dar,
wahrend y-Tubulin Uber ein grin fluoreszierendes Signal markiert wurde. Abbildung B:
Inkubation der NCI-H295R Zellen mit Griseofulvin flir 24 h (1 yM). Panel C: Endkonzentration
von Griseofulvin wurde appliziert (100 uM), welches eine Zerstreuung der y-Tubulinfluoreszenz
im gesamten Zytoplasma darstellen konnte.
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Abb.10: SF-1 Expression bei NCI-H295R Zellen

Die Immunfluoreszenzfarbung stellt die SF-1 Expression bei NCI-H295R Zellen dar. Abbildung
A: Unstimulierte Kontrolle. Blau fluoreszierende DAPI-Farbung demonstriert den Zellkern,
wahrend SF-1 Uber ein grin fluoreszierendes Signal dargestellt wird. Abbildung B: Inkubation
der NCI-H295R Zellen mit Griseofulvin fur 24 h (10 pM). Panel C: Endkonzentration von
Griseofulvin wurde supplementiert (100 uM), dabei wird eine verstarkte nukledre SF-1

Verteilung ersichtlich.
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3.4 Immunfluoreszenz humaner Paraffinschnitte

Der Overlay der DAPI Kernfarbung und der y-Tubulin spezifischen Farbung
erfolgte, wie in ,Material und Methoden“ beschrieben, mittels der frei

verfugbaren Grafiksoftware The Gimp 2.8.

Die Lokalisation und das Muster der Farbung waren vereinbar mit einer auf y -
Tubulin gerichteten Immunfluoreszenz. Gleichzeitig konnte die Kernfarbung
auch die raumlich Nahe zum Zellkern zeigen. Eine quantitative Auswertung der
Strukturen und die Korrelation mit patientenspezifischen Daten waren technisch
nicht machbar. Die angefarbten Strukturen waren zu klein, um sie mittels einer

geeigneten Software auszuwerten.

Die Schnitte wurden deskriptiv hinsichtlich des Farbemusters beschrieben.
Dabei wurden verschiedene Farbemuster deutlich. Wahrend in den Aldosteron-
produzierenden (APA) und Cortisol-produzierenden Adenomen (CPA) eher
kondensierte einzelne y-Tubulin angefarbte Strukturen erkennbar sind, liegt in
den Nebennierenkarzinomen eher eine Vielzahl kleinerer Strukturen vor. Die

verschieden angefarbten Entitaten sind in den Abb.11,12 und 13 zu sehen.
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CPA

Abb.11: Immunfluoreszenzfarbung von Cortisol-produzierender Adenomen

In den Abbildungen sind gefarbte humane Paraffinschnitte zu erkennen. Dabei handelt es sich
um Cortisol-produzierende Adenome (CPA). Es wurde y-Tubulin angefarbt (grin) und es
erfolgte eine DAPI Kernfarbung (blau) (n=6). .

30



APA

Abb.12: Immunfluoreszenzfiarbung von Aldosteron-produzierender Adenomen

In den Abbildungen sind gefarbte humane Paraffinschnitte zu erkennen. Dabei handelt es sich
um Aldosteron-produzierende Adenome (APA). Es wurde y-Tubulin angefarbt (grin) und es
erfolgte eine DAPI Kernfarbung (blau) (n=10).
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Nebennierenrindenkarzinom

Abb.13: Immunfluoreszenzfarbung von Nebennierenrindenkarzinomen

In den Abbildungen sind gefarbte humane Paraffinschnitte zu erkennen. Dabei handelt es sich
um Nebennierenrindenkarzinome. Es wurde y-Tubulin angefarbt (griin) und es erfolgte eine
DAPI Kernfarbung (blau) (n=9).
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3.5 TagMan PCR

Es konnte mittels der TagMan-PCR eine Expression von SF-1-mRNA in NCI-
H295R Zellen gezeigt werden. Dabei wurde ein typischer Amplifikationsverlauf
in den jeweiligen Reaktionsansatzen ersichtlich. Gleichzeitig war in den
Negativkontrollen, welche RNA freies Wasser enthielten, keine Amplifikation
nachweisbar. Zur Berechnung wurde, wie schon in ,Material und
Methoden® verdeutlicht, die komparative Ct-Methode herangezogen. Es konnte
keine statistisch bemerkbare Veranderung der relativen Genexpression nach
Inkubation mit ansteigenden Konzentrationen mit Griseofulvin nachgewiesen
werden (Abb.14).
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Abb.14: Relative SF-1 Genexpression

Ausgewertet wurde die relative SF-1 mRNA Expression von NCI-H295R Zellen bei
ansteigenden Griseofulvinkonzentrationen. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
(n=5).
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4 Diskussion und Schlussfolgerungen

4.1 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es die Auswirkungen der Inkubation von NCI-H295R
Zellen mit Griseofulvin, welches den Mikrotubulusapparat inhibiert [59, 88, 89],
auf die Steroidogenese und die \Verteilung von zentrosomalen

Strukturelementen zu untersuchen.

Aufgrund von schon veréffentlichten Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe [60]
wurde ersichtlich, dass Griseofulvin eine proapoptotische Wirkung auf NCI-
H295R Zellen hat. Kausal wurde die Zunahme der Apoptose durch eine
Abnahme des zentrosomalen Clustering, aufgrund der Inhibierung des
Mikrotubulusapparates mittels Griseofulvin, vermutet. Auch die Auswirkungen
auf die Steroidhormonbiosynthese der NCI-H295R Zellen sollten untersucht
werden, da der Mikrotubulusapparat bei der Regulation der Steroidogenese
eine wichtige Rolle spielt [39, 40, 90].

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden als Modelle die NCI-H295R
Zelllinie und humane Gewebsschnitte gewahlt. Die NCI-H295R Zellen haben
trotz ihrer Ahnlichkeiten zu einer steroidproduzierenden Zelle, so besitzen sie
einen ahnlichen Aufbau und auch die Genexpression der notigen Enzyme zur
Steroidogenese ist vergleichbar [79], einige Limitierungen. Sie zeichnen sich
durch eine Vielzahl chromosomaler Aberrationen, wie zum Beispiel eine haufig
beobachtbare Hyperploidie, aus [79]. Aulierdem unterscheiden sie sich von
normalen Nebennierenrindenzellen durch einer fehlenden Stimulierbarkeit
durch ACTH [81]. Bei der Bewertung der Ergebnisse wurde auf die
Besonderheiten des gewahlten biologischen Modells Rucksicht genommen.

Da in unserer Arbeitsgruppe schon gezeigt werden konnte, dass eine
Inkubation mit Griseofulvin zu vermehrten Apoptosen fuhrt [60], sollte gepruft
werden, ob moglicherweise hierdurch eine Erhdhung der Kaliumkonzentration
im Serum fur eine Veranderung der Hormonkonzentration verantwortlich sein
kann. Insbesondere deshalb, da ein Kaliumefflux bei Apoptosen schon
beschrieben wurde [91] und ein Kaliumanstieg bei NCI-H295R Zellen zu einer
34



Veranderung des Steroidprofils fuhren kann. So ist eine Zunahme der
Aldosteronkonzentration im Serum durch erhéhte Kaliumspiegel zu verzeichnen
[92].

Dem gegenuber deuten die Daten dieser Arbeit jedoch darauf hin, dass der
Anstieg der Hormonsekretion nach Griseofulvingabe Uber einen Kalium-
unabhangigen Prozess vermittelt wird.

Vergleicht man die ELISA-Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe mit anderen
wissenschaftlichen Arbeiten, welche die Auswirkungen diverser Inhibitoren des
Mikrotubulusapparates auf die Steroidogenese verschiedener endokrin aktiver
Zellenlinien untersucht haben, so werden teils gegensatzliche Ergebnisse
deutlich. So konnte eine Arbeitsgruppe zeigen, dass die Gabe von Taxol, die
Synthese von Pregnenolon, einer wichtigen Vorlaufersubstanz in der adrenalen
Steroidhormonbiosynthese, inhibiert. Dabei wurde, wie auch in dieser Arbeit, ein
dosisabhangiger Verlauf beobachtet [93]. Auch fuhrt die Inkubation mit Colchicin
in  adrenokortikalen Zellen der Ratte zu einer Stimulation der
Kortikosteronbiosynthese [94]. Die Gabe von Colchicin bewirkte eine vermehrte
cAMP-unabhangige Kortikosteronsekretion in  murinen Proteinkinase A
defizienten (kin-8) adrenalen Zelllinien [95].

Taxol, welches eine stabilisierende Wirkung auf den Mikrotubulusapparat hat,
fuhrt eher zu einer Inhibierung der Steroidogenese [93], wahrend Colchicin, wie
bereits aufgeflhrt, eine cAMP-unabhangige Stimulation der
Kortikosteronsynthese zur Folge hat. Colchicin vermittelt seine Wirkung Uber
eine Depolymerisierung des Mikrotubulusapparates [95]. Die Wirkweise von
Griseofulvin an den Mikrotubuli ist noch nicht vollstandig geklart. Die Arbeiten
einer Arbeitsgruppe deuten darauf hin, dass Griseofulvin die dynamische
Instabilitdt des Mikrotubulusapparates hemmt. Dadurch werden Auf- und
Abbauprozesse reduziert. Dabei soll Griseofulvin seine Wirkung Uber eine
direkte Bindung an das Tubulin entfalten [88].

Gleichzeitig stellte sich auch die Frage, ob die Inkubation mit Griseofulvin auch
Veranderungen auf der Ebene der Genexpression mit sich bringt. Als Zielgen
wurde SF-1 gewahilt, welches eine Schlusselrolle in der
Steroidhormonbiosynthese einnimmt. Es wurden gleiche
Konzentrationsverlaufe und Inkubationszeiten wie bei den Hormonassays

benutzt.
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Die TagMan-PCR ergab keine signifikanten Veranderungen auf der Ebene der
Genexpression. Andere Arbeiten konnten zeigen, dass bei der Regulierung der
Funktion von SF-1 die posttranslationalen Proteinmodifikationen eine
besonders hervorgehobene Rolle spielen. So konnte demonstriert werden, dass
die Acetylierung von SF-1 zu einer Vervielfachung der biologischen Aktivitat
fuhrt [96]. Ferner ruft die Phosphorylierung durch die mitogen activated
Proteinkinase (MAPK) an einen Serinrest eine Aktivitatssteigerung von SF-1
hervor [97].

Ebenso bewirkt eine Konjugation durch das Sumo Molekul ( small ubiquitin like
modulator) eine Aktivitatsminderung von SF-1. Dabei kommt es zu einer
Translokation von SF-1 in die SUMO-1-formed Nuclear Speckles, welche
Transkriptionsrepressoren enthalt [98]. Die eben genannten posttranslationalen
Prozesse, scheinen nicht die SF-1 Konzentrationen zu verandern. Eine
Inhibition der SF-1 Aktivitat Gber eine Verminderung des Gehaltes von SF-1 in
der Zelle, kann Uber eine Hemmung der Histondeacetylase erfolgen. Durch die
vermehrte Ubiquitinierung von SF-1 kommt es zu einer verstarkten Degradation
und darauffolgender Reduktion der Steroidhormonbiosynthese [99].

Daneben scheint sich auch die nukleare Lokalisation von SF-1 je nach
posttranslationaler Prozessierung zu verandern [96, 98]. Daneben wurde auch
eine zentrosomale Lokalisation von SF-1 in NCI-H295R Zellen beschrieben, die
sich durch eine raumliche Nahe zu y-Tubulin auszeichnet [100].

Um Veranderungen von SF-1 auf Proteinebene zu detektieren, etablierten wir
eine Immunfluoreszenzfarbung in NCI-H295R Zellen. Da die Veranderungen
auf posttranslationaler Ebene nicht immer mit einer Konzentrationséanderung
von SF-1 einhergehen, wurde die Immunfluoreszenz als Verfahren gewahlt,
welches insbesondere fur den Nachweis von Veranderungen der Lokalisation
von SF-1 geeignet ist.

Bei ansteigender Konzentrationsgabe von Griseofulvin ist eine Zunahme der
nukledren Farbung zu erkennen, was auf eine Translokation des steroidogenic
Factor-1 in den Zellkern hindeuten konnte. Auch korrelieren die strukturell
morphologischen Veranderungen der Zellkulturfarbungen mit dem Anstieg der
Aldosteron- und DHEA Konzentrationen bei den jeweiligen
Griseofulvinkonzentrationen. Die Lokalisationsanderung von SF-1 kdnnte damit

auch im Zusammenhang mit den unterschiedlichen Sekretionsmustern der
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gemessenen Steroidhormone stehen.

SF-1 ist neben seiner bedeutenden Funktion in der Steroidhormonbiosynthese
auch an der Regulation der Zentrosomen beteiligt. So konnte eine
Arbeitsgruppe darstellen, dass eine SF-1 Depletion zu einer genomischen
Instabilitat, vermittelt durch Erhohung der Zentrosomenanzahl und
Vorhandensein aberranter Mitosen, fuhrt [100]. Die gleiche Arbeitsgruppe
konnte den Wirkmechanismus weiterfuhrend aufklaren. So vermittelt SF-1 seine
Wirkung uber eine Inhibierung der zentrosomalen DNA-Proteinkinase, welches
wiederum die Teilung der Zentriolen verhindert [101].

Zentrosomale Veranderung kénnen zu einer chromosomalen Instabilitat fuhren
[102]. Das wiederum kann je nach Auspragung eine vermehrten Apoptose zur
Folge haben [48]. In unserer Arbeitsgruppe konnten wir zeigen, dass die
Inkubation mit Griseofulvin das Wachstum von NCI-H295R Zellen inhibiert [60].
Vor diesem Hintergrund ist es denkbar, dass die erhdhte Anzahl an Apoptosen
der mit Griseofulvin inkubierten NCI-H295R Zellen durch die Fehllokalisation
von y-Tubulin verursacht sein kann.

Das unter Griseofulvininkubation vermehrt multipolare Mitosen auftreten und
diese darauffolgend zu einer vermehrten Apoptose der betroffenen Zelllinie
fuhren, konnte eine weitere Arbeitsgruppe zeigen, welche menschliche
Fibroblasten und Tumorzellen verwendet hat [58].

Eine andere Arbeitsgruppe konnte mithilfe von GF-15, einem Griseofulvin
Derivat, eine Progression von Tumorzellen verhindern. Bemerkenswerterweise
konnte das Wachstum in vitro und in vivo inhibiert werden. Fir die in vivo
Versuche wurde ein Xenograft Mausmodel etabliert. Dabei wurden die Mause in
ihrer rechten Flanke mit Tumorzellen inokuliert. Die mit GF-15 inkubierten
Versuchstiere zeichneten sich durch ein vermindertes Tumorwachstum und eine
teilweise verlangerte Uberlebenszeit aus. Uberdies ergab die histologische
Untersuchung der Mause eine Abnahme multipolarer Mitosen [103].

Die Tumore der Nebennierenrinde lassen sich wie in der Einleitung schon
erwahnt, nach der Dignitat und dem Sekretionsprofil unterscheiden [62]. Zur
Dignitatsbestimmung wird der Weiss Score herangezogen, um das Gewebe
nach bestimmten histopathologischen Gesichtspunkten zu bewerten [66].
Leider ist die Dignitatsbestimmung zwischen benignen und malignen Gewebe

nicht immer einfach und erschwert auch einem erfahrenen Pathologen eine
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klare Diagnose zu stellen. Aus dieser Problematik heraus wurde versucht eine
y-Tubulin Farbung zu etablieren, welche die Zentrosomen in humanem Gewebe
darstellen kann. Das Ziel war es die Dignitatsbestimmung mittels der
Darstellung zentrosomaler Strukturen zu erleichtern. Durch vorangehende
Arbeiten wurden bereits zentrosomale Aberrationen in Adenomen und
Karzinomen beobachtet [71].

Bei der Auswertung der Bilder war deskriptiv ein Unterschied zwischen den
verschiedenen Tumorentitaten zu erkennen. Wahrend bei den Adenomen,
unabhangig davon ob es sich um ein CPA oder APA handelt, eher kondensierte
einzelne y-Tubulin angefarbte Strukturen erkennbar sind, ist teilweise bei den
Nebennierenrindenkarzinomen eine inhomogene, diffuse Farbung zu erkennen.
Teilweise konnte dieses fur das Nebennierenkarzinom typische Bild auch bei
Aldosteron-produzierenden Adenomen beobachtet werden. Eine Korrelation mit
der bekannten GroRe des Adenoms, wie sie in anderen Arbeiten getroffen
werden konnte [71], konnte in der deskriptiven Auswertung der Bilder nicht
festgestellt werden.

Die Immunfluoreszenzfarbung der humanen Paraffinschnitte muss allerdings
kritisch bewertet werden. So hatten die Gewebeschnitte an sich eine starke
Eigenfluoreszenz, was sich mittels einer Testfarbung sehr gut darstellen liel3.
Das machte die genaue Auswertung der y-Tubulinfarbung schwierig und auch
die quantitative Auswertung der angefarbten Strukturen erwies sich als nicht
durchfuihrbar. Zudem war es technisch nicht moglich, mit einer geeigneten
Software, die Vielzahl der kleinen y-Tubulin angefarbten Strukturen zu erfassen.
Aufgrund dieser Tatsache wurde entschieden eine deskriptive Auswertung
vorzuziehen.

Es scheint eine Veranderung des y-Tubulin-Farbemusters von benignen
Gewebe hin zu Karzinomgewebe ersichtlich zu sein. Leider war eine
Quantifizierung nicht moglich.

Die Nutzung einer Immunfluoreszenz zur Verbesserung des Weiss Score wurde
ebenso von anderen Arbeitsgruppen verfolgt. Eines dieser Zielproteine, welches
ausgiebig untersucht wurde, ist die Expression von Ki-67. So war zwar die Ki-67
Expression in den Karzinomen starker als in den Adenomen [104]. Die Ki-67
Expression hat jedoch teilweise so gestreut, dass sie sich mit dem

Farbeverhalten der Adenome Uberschnitten hat [105]. Dennoch ist die
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Expression von Ki-67 ein bedeutendes Kriterium zur Beschreibung des
Tumorverhaltens aufgrund seiner prognostischen Aussagekraft hinsichtlich des
Auftretens eines Rezidivs nach RO0-Resektion [106, 107]. Eine vergleichbare
Problematik ergab sich auch bei dieser Arbeit. So war teilweise das y-Tubulin
Staining eines Nebennierenkarzinoms nicht immer von dem eines Aldosteron-
produzierenden Adenoms zu unterscheiden. Diese teils ausgepragte Streuung
des Farbemusters sollte daher hinsichtlich einer klinischen Anwendbarkeit eher
kritisch betrachtet werden.

Durch die Griseofulvininkubation der NCI-H295R Zellen konnten mehrere
Beobachtungen getroffen werden. So stiegen die Aldosteron- und DHEA
Konzentrationen an. Gleichzeitig war auch eine Veranderung des y-Tubulin-
Farbemusters ersichtlich. Uberdies konnte in der Immunfluoreszenzfarbung ein
Anstieg der SF-1 Lokalisation im Zellkern beobachtet werden. Durch das
veranderte Muster der y-Tubulin Expression, kdnnte SF-1 in seiner Lokalisation
beeinflusst werden. Diese Argumentation erscheint deshalb schlissig,
abgesehen von den beobachteten Veranderungen bei Griseofulvingabe, weil
SF-1 eine besondere Rolle in der Regulation der Zentrosomen einnimmt.
Dadurch verandert sich das Hormonexpressionsprofil der adrenalen
Karzinomzellen, da SF-1 eine Schlusselrolle in der Steroidhormonbiosynthese
einnimmt [108].

Es muss aber auch angenommen werden, dass der Anstieg der
Konzentrationen von Aldosteron und DHEA nicht nur durch einen etwaigen
Aktivitatsanstieg von SF-1 erklarbar ist. So konnte ferner die Inhibierung des
Mikrotubulusapparates durch Griseofulvin Auswirkungen auf das Cholesterin
Trafficking ~ haben, was schon bei anderen Inhibitoren des
Mikrotubulusapparates gezeigt worden ist [39].

Ebenso kénnte die Hemmung der Mikrotubuli Auswirkungen auf die Anordnung
der Zellorganellen haben. Da die Steroidhormonbiosynthese mehrere
Zellkompartimente mit einschlie3t, kdnnte sich dadurch die raumliche Distanz
zwischen den Organellen verandern und folglich Auswirkungen auf den
Stoffaustausch zwischen den Kompartimenten haben [40].

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten die Grundlage weiterer Arbeiten bilden.
So konnte versucht werden, eine y-Tubulin und SF-1 Cofarbung zu etablieren.

Anschlielend kénnte der posttranslationale Status des steroidogenic factor-1
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weiter untersucht werden.

Ebenso konnte dargestellt werden, inwiefern sich die Anordnung der
Zellorganellen unter Griseofulvininkubation verandert. Dabei konnte man die
Zellorganellen beispielsweise anfarben und nachfolgend auswerten.

Aulerdem ware es moglich ein Tiermodell zu nutzen. Dabei koénnten
Versuchstiere mit adrenalen Karzinomzellen inokuliert werden, um daraufhin die
Effekte einer Griseofulvininkubation zu untersuchen. Zudem ware es denkbar
den eventuellen therapeutischen Nutzen von Griseofulvin néher zu beleuchten,
da Griseofulvin pharmakologisch gunstige Eigenschaften besitzt, welche einen
klinischen Gebrauch praktikabel erscheinen lassen, insbesondere aufgrund des

gunstigen Toxizitatsprofils [59].

4.2 Schlussfolgerungen

Griseofulvin  beeinflusst die Steroidhormonbiosynthese. Ein mdoglicher
Mechanismus konnte die Veranderung der Verteilung von SF-1 sein. Dabei
konnte die Inhibierung des Mikrotubulusapparates und Veranderung in der y-
Tubulin Distribution nach Exposition mit Griseofulvin einen wichtigen Anteil
haben. Des Weiteren konnten in humanen Nebennierenrindentumoren

deskriptiv Veranderungen des y-Tubulin-Farbemusters festgestellt werden.
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