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Zusammenfassung 



1. Einleitung

1.1 Embryogenese und Anatomie der Nebenniere

Zona glomerulosa Zona fasciculata

Zona reticularis



1.2 Aufbau und Funktion der Nebenniere

Zona glomerulosa

Zona fasciculata Zona reticularis

Abb. 1.1 Aufbau der Nebenniere

Zona glomerulosa Zona fasciculata
Zona reticularis 



1.2.1 Steroidbiosynthese und Regulation durch die Hypothalamus-

Hypophysen-Nebennieren-Achse

Eminentia medialis



Abb. 1.2 Der Entstehungsweg der verschiedenen Steroide in der Nebenniere

1.2.2 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Zona glomerulosa



Zona glomerulosa

ona glomerulosa

in vitro in vivo

1.2.3 Vaskularisation der Nebenniere

A. phrenicus inferior



1.3 Endothelzellprodukte 

1.3.1 Stickstoffmonoxid

in vitro

1.3.2 Interleukin-6 



Zona reticularis Zona 

fasciculata Zona glomerulosa

in vitro

Zona reticularis



1.3.3 Endothelin-1 

Zona glomerulosa

1.3.4 Nicht näher bezeichnete Proteine



1.4 Ziel der Arbeit 



2. Material und Methoden

2.1  Material 

2.1.1 NCI-H295R Zellen

adhärenter

in vivo in vitro

Zona glomerulosa, 

Zona reticularis Zona fasciculata

2.1.2 HUVEC Zellen

Promo Cell



2.2 Methoden

2.2.1  Zellkultur

Kultivierung von NCI- H295R Zellen



Kultivierung von HUVEC Zellen

Herstellung von Endothel-Zell-konditioniertem Medium   



2.2.2 Immunzytologie

2.2.3 Transfektion und Reportergenassay

Transfektion 



Abb. 2.1 Schematisierter Blick auf 

eine 24-Well Platte.

2.2.4 Luciferase Messung



Abb. 2.2 Schematische Dar-

stellung der Transfektion



2.2.5 Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA)



Abb. 2.3 Prinzip ELISA 

2.2.6 Reverse-Transkiptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)



2.2.7 RNA-Isolation



Messung der RNA- Konzentration 

× ×

2.2.8 cDNA-Synthese



in vitro

2.2.9 Primer-Synthese

Name der Primer / Sonde Nukleotidsequenz (5’ nach 3’)

Abb. 2.4 Nukleotidsequenzen der verwendeten Primer



Reagenzien IL-6 -Aktin Endkonzentration

Abb. 2.5 Komponenten der Reaktionssätze in Menge und Endkonzentration



2.2.10 T-Zell-Stimulationstest



Abb. 2.6 T-Zellisolierung



Stimulationsansatz 1 2 3 4 5 6 7 8 

IL-6 (1ng/ml) + – – – – – – – 

IL-2 (0,125 U/ml) – + + + + + + +

TNF- (10 ng/ml) – – + – + – + – 

TNF- (20 ng/ml) – – – + – + – +

IL-1 25 ng/ml) – – – – + – + – 

IL- (50 ng/ml) – – – – – + – +

PGE2 (1μg/ml) – – – – – – + – 

PGE2 (2μg/ml) – – – – – – – +

Abb. 2.7 Pipettierschemata für die Stimulation von T-Zellen
.



3. Ergebnisse

3.1 Endothelzellen 

Abb.3.1 Immunzyto-
chemie mit CD31-
Antikörper

3.2 Promoteraktivität 



Abb. 3.2 Promoteraktivität von IL-6 (1μg) 

3.3 IL-6 Konzentrationen im Überstand



Abb. 3.3  IL-6 Konz. im Überstand nach 24h ECCM auf NCI-H295R Zellen 



Abb. 3.4 IL-6 im Überstand im Vergleich

3.4 Cycloheximidversuch

de novo



Abb. 3.5 Cycloheximidversuch 

3.5 NCI-H295R/HUVEC PCR 



Abb. 3.6 Semiquantitative PCR zum Vergleich der IL-6 Expression durch NCI-H295R- 
Zellen und HUVECs

3.6 T-Zell-Stimulationstest und IL-6 ELISA



 39

 

Abb. 3.7 HUVECs und T-Zellen mit unterschiedlichen Stimulantien im Vergleich 

Messung der IL-6-Konzentration im Überstand von T-Zellen und Endothelzellen nach 24stündiger Inkubation 
mit unterschiedlichen Stimulantien im Vergleich (n=3). Je mehr Stimulantien über 24 Stunden zu den T-Zellen 
hinzugefügt wurden, desto mehr IL-6 wurde sezerniert. 

Am stärksten war die Ausschüttung bei Zugabe von IL-2 (1 ng/ml) + TNF-  (20 ng/ml) + IL-1  (50 ng/ml) und 
PGE2 (2 μg/ml) mit über 400 pg/ml. Im Vergleich dazu war die Ausschüttung von IL-6  bei den HUVECs ca. 
viermal geringer. Nach Stimulation mit 100% ECCM sezernierten hingegen die NCI-H295R Zellen im Ver-
gleich sogar 20 Mal weniger IL-6 als die T-Zellen. 

1 ng/ml 

0,125 U/ml 

10 ng/ml 

20 ng/ml 

25 ng/ml 

50 ng/ml 

1 μg/ ml 

2 μg/ml 



3.7 JAK2/STAT Inhibitor



Abb. 3.8 Aldosteronsekretion 



4. Diskussion







in vitro

in vitro
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