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Zusammenfassung

Unsere Arbeitsgruppe fand, dass die A ldosteronsekretion der N ebennierenrinde durch einen
Endothelin-1 und Angiotensin II-unabhidngigen Mechanismus durch die Endothelzellen regu-
liert wird. Da aullerdem bekannt war, dass Interleukin-6 von E ndothelzellen und N ebennie-
renzellen produziert wird, s tellten wir uns die Frage, ob die Endothelzellfaktoren auch die
adrenale IL-6 Synthese beeinflussen und ob di eser Effekt quantitativ bedeutsam ist, bzw. ob
er e ine a utokrine Stimulation a uf di e S teroidbiosynthese be wirkt. W eiterhin s ollte g eklért
werden, wie viel Interleukin-6 von Endothelzellen selbst und wie viel im Vergleich dazu von

der Nebennierenrindenzelle sezerniert wird.

Wir konnt en i n di eser Arbeit z eigen, da ss da s E ndothelzellmedium m enschlicher Nabel-
schnurzellen zur Steigerung der Interleukin-6 Promoteraktivitit in den Nebennierenzellen der
Zelllinie NCI-H295R fiihrte und die Interleukin-6-Sekretion im Kulturiiberstand proportional

zur Konzentration des Endothelzellmediums anstieg.

Hingegen z eigte s ich d urch die Blockade de s Signaltransduktionsweges de s Interleukin-6,
dass Interleukin-6 die Aldosteronsynthese nicht beeinflusste und somit die IL-6 Synthese und

die Steroidbiosynthese iiber zwei unterschiedliche Mechanismen reguliert werden.

Weiterhin konnten wir zeigen, dass T-Zellen und Endothelzellen mehr Interleukin-6 generie-
ren als NCI-H295R N ebennierenzellen. D abei fiel a uf, d ass m it Z ytokinen s timulierte T -
Zellen am meisten Interleukin-6 Protein sezernierten, dass jedoch die Endothelzellen insge-
samt ei nen viel g roBeren Anteil an systemisch g emessenen Interleukin-6-Konzentrationen

haben konnten, als bisher vermutet.

Unsere Ergebnisse fiihrten zur Verwerfung der Hypothese, dass Endothelzellen {iber Interleu-
kin-6 die A Idosteronsekretion w esentlich be einflussen. Sie stiitzen aber die Annahme, dass
Wechselwirkungen zwischen Endothel- und Nebennierenzellen nicht nur an der Entwicklung
bestimmter Formen des Bluthochdrucks beteiligt sind, sondern auch bei der R egulation von

Entzlindungsantworten eine maB3gebliche Rolle spielen.



1. Einleitung

1.1 Embryogenese und Anatomie der Nebenniere

Die Nebenniere besteht aus zwei embryologisch und funktionell unterschiedlichen Geweben —
der Nebennierenrinde u nd dem darin e ingeschlossenen Nebennierenmark. In der vi erten
Schwangerschaftswoche beginnt die Entwicklung der Nebenniere zunéchst durch Zusammen-
lagerung von Z 6lomepithelzellen bzw. aus dem intermedidren M esoderm in der Urogenital-
leiste. Daraus entwickelt sich ungefihr in der sechsten Woche unter dem Einfluss vieler ver-
schiedener Faktoren wie S F-1 und D AX1 das adr enalcorticale P rimodium (Keegan and
Hammer 2002; Else and Hammer 2005). Nach der Trennung von steroidogenen Geschlechts-
zellen, aus denen spéter Hoden oder Eierstocke entstehen, entwickelt sich die primitive Ne-
benniere mit zunidchst zwei Zonen. Die adulte Zone besteht aus kleinen, eng aneinander lie-
genden Zellen, die die fetale Zone umgeben. Die fetale Zone besteht dagegen aus grd8eren

Zellen, die sich ungeordnet im Inneren der fetalen Nebenniere befinden (Zubair et al. 2008).

In der neunten Schwangerschaftswoche e ntwickelt sich vermutlich die N ebennierenkapsel.
Gleichzeitig wandern aus der Neurralleiste chromaffine Vorlduferzellen ein, die sich zunéchst
inselférmig gruppieren und aus de nen s piter d as N ebennierenmark entsteht (Mesiano and
Jaffe 1997; Keegan and Hammer 2002). Nach der Geburt steigt die Zahl der adulten Zellen
bis zur Pubertit, die der fetalen sinkt durch ihre verstarkte apoptotische Aktivitit ab. Die rest-
lichen Zellen der fetalen Zone verbleiben an der Grenze zwischen der Nebennierenrinde und
dem Nebennierenmark, wohingegen sich die Zellen der adulten Zone weiter in die spéteren
zwei duleren Zonen (Zona glomerulosa und Zona fasciculata) der Nebennierenrinde di ffe-
renzieren (Zubair et al. 2008). Zwischen dem sechsten und achten Lebensjahr entwickelt sich
die dritte und innerste Zone der Nebennierenrinde: die Zona reticularis (Keegan and Hammer
2002). Somit hat zur Erhaltung der Funktion und der Struktur der Nebenniere das Gleichge-
wicht zwischen A poptose- und P roliferationsprozess e ine z entrale Bedeutung (Hornsby

1987).



1.2 Aufbau und Funktion der Nebenniere

Die drei zuvor genannten Zonen der adulten Nebenniere wurden erstmals 1866 von ARNOLD
lichtmikroskopisch erkannt und von a uB3en nach innen wie folgt benannt: Zona glomerulosa,

Zona fasciculata und Zona reticularis (Abb. 1.1 Aufbau der Nebenniere).

In den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks werden die Katecholamine Adrenalin und
Noradrenalin, i n d er N ebennierenrinde d er G rof3teil de r S teroidhormone i m m enschlichen
Organismus produziert. Zu den drei Klassen gehdren Mineralkortikoide (z.B. Aldosteron), die
Glukokortikoide (z.B. Cortisol) und di e androgenen C19-Vorldufersteroide (z.B. D ehydroe-
piandrosteron) (Rainey et al. 1993; Rainey et al. 1994). AuBBerdem werden noch Gestagene
und Vorstufen der Androgene und Ostrogene synthetisiert. Seit der Mitte des 20. Jahrhunderts

vermutet man, dass die mikroskopische Einteilung mit der funktionellen Gliederung iiberein-

stimmt.
Angiotensin II, Kalium
» Aldosteron
» Cortisol
(1) Zona glomerulosa » Androgen- und
. : Ostrogenvorstufen
@ Zona fasciculata . : :
; » Adrenalin
@ Zona reticularis J
@ Zona medullaris ) T = = -
—_ e—

Sympathicus

Abb. 1.1 Aufbau der Nebenniere

Die N ebennierenrinde b esteht aus drei verschiedenen Zonen, die j eweils unterschiedliche S ekretionsprodukte
hervorbringen: (1) Zona glomerulosa sezerniert unter anderem Aldosteron, (2) Zona fasciculata sezerniert unter
anderem Cortisol und (3) Zona reticularis sezerniert unter anderem Androgene. Im Nebennierenmark (4) wird
unter anderem Adrenalin produziert.
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1.2.1 Steroidbiosynthese und Regulation durch die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse

Die produzierten Hormone der Nebennierenrinde und de s Nebennierenmarks haben im men-
schlichen O rganismus e ine e ntscheidende Bedeutung. S ie s pielen e ine w ichtige R olle i m
Energiehaushalt, der Immunregulation, im Knochenstoffwechsel und be i der R egulation des
Salz- und Wasserhaushaltes, inklusive der Kontrolle des arteriellen Blutdrucks (Willenberg et

al. 2006).

Die Steroidhormonbiosynthese (Abb. 1.2) wird zumei nen {berdi e H ypophysen-
Hypothalamus-Nebennierenrindenachse r eguliert. D abei wird das C orticotropin-Releasing-
Hormon (CRH) vom Hypothalamus aus dem Bereich der Eminentia medialis freigesetzt und
stimuliert iiber das hypothalamisch-hypophysire Portalsystem die Hypophyse, wodurch diese
das adrenokortikotrope Hormon (ACTH) freisetzt. Auerdem wird vermutet, dass CRH auch
einen di rekten E influss a uf di e a drenokortikale S teroidbiosynthese hat (Willenbergetal.
2000). Wie man in weiterfiihrenden Studien gesehen hat, lie3 sich diese Vermutung durch den
Nachweis von CRH-Rezeptoren und ihre funktionelle Kopplung in der Nebennierenrinde be-

stiatigen (Willenberg et al. 2005).

Die ACTH-Rezeptoren, die in der Nebennierenrinde in allen drei Zonen vorkommen, gehdren
zu de n M elanocortin-Rezeptoren und fiihren iib er einen cyklischen AMP-Proteinkinase-A-
Signaltransduktionsweg zur R egulation der Expression des Steroidgenic Factors (SF-1) und
damit des Steroidogenic Acute Regulatory Proteins (StAR), welche letztendlich die Steroid-
biosynthese regulieren (Clark et al. 1995). Mit Hilfe des StAR-Proteins, einem in den adreno-
kortikalen Zellen gebildeten 30 kDa groflen Phosphoprotein, wird Cholesterol aus der dufleren
Mitochondrienmembran durch da s I ipophobe M ilieu de s Intermembranraums in di e i nnere
Mitochondrienmembran transportiert, wo sich das P450scc-Enzym befindet (Stone and Hech-
ter 1954; Stocco 2001). Die StAR-Expression wird durch den cAMP-abhéngigen Transkripti-
onsfaktor SF-1 vermittelt und leitet die Steroidbiosynthese ein (Abb. 1.2).

Die kom plette K askade des C RH/ACTH-Systems unt erliegt ei nem F eedback-Mechanismus
durch G lukokortikoide, durch die die CRH Expression i m H ypothalamus und di e ACTH-
Expression in der Hypophyse gehemmt und be i deren A bwesenheit sie vermehrt s ezerniert

werden.
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Neben den Steroiden, die in den jeweiligen Nebennierenrindenzellen produziert werden, se-
zernieren die N ebennierenrindenzellen a ulerdem noc h A kutephaseproteine w ie Interleukin
(IL)-1, IL-6 und Tumor-Nekrosefaktor (TNF-a) (Bornstein et al. 1994; Gonzalez-Hernandez
et al. 1994).

Zona glomerulosa Zona fasciculata Zona reticularis

Cholesterol
DHEA-
Sulfat

L " I @
R a-Hydroxy- .
Pregnolon » pregnelon b DHEA
Progesteron »  17a-Hydroxy- Androstendion
progesteron

? @ e

Desoxy- Desoxycortisol @ P450scc
corticosteron @ @
oo HSD 3B2
.FD (3) crp2ia
Corticosteron Cortisol @ N
@ (5) cypi1Bi
Aldosteron () cYPI7A
@) suLt

Abb. 1.2 Der Entstehungsweg der verschiedenen Steroide in der Nebenniere

Die Entstehungswege der humanen Nebennierensteroidbiosynthese nach (Rainey et al. 1994). P450scc: Choles-
terol side chain cleavage; HSD3B2: 34-Hydroxysteroid-Dehydrogenase, CYP21A2: 21-Hydroxylase; CYP11B2:
Aldosteronsynthase; CYP11B1: 114-Hydroxylase; CYP17A: 17a-Hydroxylase; SULT: Sulferontransferase.

1.2.2 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Aldosteron 1 st e ines de r w ichtigsten M ineralkortikoide 1 m m enschlichen O rganismus, das
dazu beitragt, den Salz-Wasser-Haushalt und damit auch den Blutdruck zu regulieren. Es wird
vor allem in der Zona glomerulosa der N ebennierenrinde s ynthetisiert und durch m ehrere

Mechanismen reguliert. Neben ACTH und biogenen Aminen spielen monovalente Kationen,
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sowie Angiotensin II (AT II) eine entscheidende Rolle (Foster et al. 1997; Ehrhart-Bornstein
et al. 1998; Lefebvre et al. 2001; Ehrhart-Bornstein et al. 2003; Willenberg et al. 2008).

Da AT II infolge einer Aktivierung von R enin synthetisiert wird, ist die Aldosteronsekretion

infolge eines Absinkens des mittleren Blutdruckes besonders nennenswert.

AT Il bindet in der Zona glomerulosa an den G -Protein-gekoppelten A ngiotensin-Rezeptor
vom Typ 1 (AT1R) (Whitebread et al. 1989; Ballaetal. 1991), der iiber einen Anstieg des
intrazelluldren Calciums und d er A ktivierung von C almodulin dazu fiihrt, dass Cholesterin
mobilisiert und die Aldestoronsynthase gebildet wird. AT II ist allerdings nicht nur fiir die
stimulierende Wirkung der A ldosteronsynthase (CYP11B2) bekannt, sondern induziert auch
die Proliferation von Zona glomerulosa Zellen (Tanabe et al. 1998; Lumbers 1999). ACTH
erhoht die Aldosteronsekretion sowohl in vitro als auch in vivo, hauptsichlich jedoch transient
und damit bei akuten Prozessen. Des W eiteren spielt Kalium eine bedeutende Rolle bei der
Aldosteronsynthese. Durch einen Kaliumverlust in der Zelle steigt die intrazelluldre Calcium-
konzentration. Dies wiederum fiihrt zur Einleitung der CYP11B2-Expression (Aldosteronsyn-
thase) und na chfolgend zur Aldosteronsynthese, wie auch z.B. in der adrenokortikalen NCI-
H295R-Zelllinie (Bird et al. 1995; Denner et al. 1996; R ainey 1999). A ulerdem fand m an
heraus, dass sich AT II und Kalium hierbei gegenseitig beeinflussen: durch die Bindung von
AT Il an seinen Rezeptor kommt es nachfolgend zur Hemmung von K aliumkanélen und d a-

durch zur Membrandepolarisation (Choi et al.; Aptel et al. 1996).

AuBler ACTH, AT II und Kalium iiben des Weiteren noch parakrine Faktoren wie Katechola-
mine und E ndothelzellfaktoren tiber parakrine Mechanismen eine stimulierende Wirkung auf
die Aldosteronsynthese aus (Ehrhart-Bornstein et al. 1998; Lefebvre et al. 2001; Willenberg et
al. 2008).

1.2.3 Vaskularisation der Nebenniere

Obwohl die Nebenniere beim Erwachsenen mit threm Gewicht von ca. 0,02% des gesamten
Korpergewichtes e in relativ kleines O rgan im menschlichen Organismus ist, wird sie mit
0,14% des gesamten kardialen Blutflusses relativ stark durchblutet (Breslow 1992; E hrhart-
Bornstein et al. 1998). Die Nebenniere wird von kleinen Arteriolen, die aus der Aorta stam-
men, von der Nierenarterie und der A. phrenicus inferior versorgt. Dabei wird die Nebennie-
renrinde von diinnwandigen S inusoiden und da s N ebennierenmark direkt von Markarterien

durchblutet (Ehrhart-Bornstein et al. 1998). Durch eine spezielle Anordnung der adrenokorti-
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kalen Zellen kommt fast jede dieser Zellen mit den umliegenden Endothelzellen in K ontakt,
so dass zwischen den Zellen ein reger A ustausch stattfinden kann. So besteht einerseits die
Moglichkeit der indirekten Sekretion der Steroidprodukte {iber die Endothelzellen in den sys-
temischen Kreislauf, andererseits konnen di e E ndothelzellen mit ihren Sekretionsprodukten

die Nebennierenzellen beeinflussen (Willenberg et al. 2006).

Zum Beispiel ist bekannt, dass die Endothelzellprodukte nicht nur auf die glatte GefaBwand-
muskulatur, sondern vermutlich iiber parakrine Effekte auch auf die Nebennierenzellen ein-
wirken (Vinson et al. 1989; Ehrhart-Bornstein et al. 1998; Hanke et al. 1998; Willenberg et al.
2008).

1.3 Endothelzellprodukte

1.3.1 Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) gehort ebenfalls zu einem der wichtigsten Endothelzellfaktoren. NO
hat me hrere Funktionen im O rganismus; zum Beispiel ist e s dur ch Dilatation der G efdl3e
mafgeblich an der Regulation der Blutversorgung des Organismus beteiligt. Im Rattenmodel
fand man in vitro, dass ACTH {iber die Generation von NO zur Aktivierung der Cyclooxyge-
nase und liber die Sekretion von Prostaglin-E2 zur Sekretion von Kortikosteroiden fiihrt, wel-

che in Mikroorganellen gespeichert sind (Mohn et al. 2005).

1.3.2 Interleukin-6

Interleukin-6 gehort zur Gruppe der Zytokine. Es wird auf dem Chromosomenabschnitt 7p21
kodiert. Zunéchst wird ein inaktives Propeptid mit 212 Aminosduren transkribiert. Das fertige
Interleukin-6 besteht aus 184 Aminosduren. Seine im Blut zirkulierende aktive Form hat eine

biologische Halbwertszeit von ca. vier Stunden und wird iiber Leber und Niere eliminiert.

Interleukin-6 spielt im Organismus in verschiedenen Bereichen eine wichtige Rolle. Es hat
sowohl bei der Hamatopoese, als auch bei der Immunantwort und der Akute-Phase-Reaktion
entscheidende Aufgaben. Vor allem in Bezug auf die Entziindungsreaktion ist es ein wichtiger
Botenstoff. Dabei spielt es sowohl bei der Differenzierung, als auch bei der Stimulation der

Immunzellen eine wichtige Rolle (Willenberg et al. 2002).
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AuBlerdem ist Interleukin-6 inzwischen auch als Mediator des Immunsystems in der W ech-
selwirkung mit der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse auf allen Ebenen bekannt
(Spath-Schwalbe et al. 1994; Fischer 2006). Insbesondere spielt es bei der Inflammation eine
grof3e Rolle, indem es auf T-Lymphozyten chemotaktisch wirkt (Bacon et al. 1990).

Man fand IL-6 und IL-6-Rezeptoren (IL-6R) in allen Zonen der Nebennierenrinde (Path et al.
1997). Allerdings wird IL-6R vor allem in der Zona reticularis und dem Inneren der Zona
fasciculata exprimiert. In der Zona glomerulosa und dem Nebennierenmark wiesen nur ver-
einzelte Zellen in der Immunhistochemie den Rezeptor auf. In der gleichen Arbeit fand man,
dass IL-6 in der Lage ist, die Synthese aller Steroide, die in den unterschiedlichen Zonen ge-
bildet werden, in vitro zu regulieren — je nachdem wie lange und mit welcher Dosis die Zellen

stimuliert wurden (Mastorakos et al. 1993; Path et al. 1997).

Deshalb vermutet man, dass bei andauerndem Stress, wenn CRH und ACTH durch den Feed-
backmechanismus von Cortisol wieder z uriickgekoppelt werden, I nterleukin-6 weiterhin in
der Lageist, die S teroidogenese di rekt a nzukurbeln. S omit s pielt I nterleukin-6 ve rmutlich
auch eine entscheidende Rolle in Bezug auf chronischen Stress (Willenberg et al. 2002). In
diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dass Boten-RNA (mRNA) fiir IL-6- in den
adrenokortikalen Z ellen de r Zona reticularis nachweisbar i st (Gonzalez-Hernandez et al .
1994). In diesem Zusammenhang ist von Interesse, dass die Haftfestigkeit von Endothelzellen
zu peripheren Blutlymphozyten durch IL-6 verstdrkt wird, wie anhand von Endothelzellen aus
humanen Nabelschnurvenen (HUVEC, Human umbilical vein endothelial cells) gezeigt wer-
den konnte. Dies konnte eine Rolle bei der Lymphozytenattraktion bei Wunden haben (Wat-
son et al. 1996).

Auf G rund vor heriger Ergebnisse uns erer A rbeitsgruppe i st be kannt, dass E ndothelzell-
konditioniertes M edium (ECCM) die S ensitivitdt von NCI-H295R Zellen ge geniiber AT 1I
erhoht und dass ECCM selbst eine direkte stimulierende Wirkung auf die Aldosteronsynthese
der N ebennierenrindenzellen zusitzlich zu AT II und ACTH hat (Ansurudeen et al. 2006;
Ansurudeen et al. 2007; Ansurudeen et al. 2009). In diesen Arbeiten wurde ebenfalls heraus-
gestellt, dass die Aldosteronsekretion durch Stimulation mit ECCM nicht durch den Angio-
tensin-Rezeptor und auch nicht direkt iiber Endothelin-1 (ET-1), sondern eher iiber einen ET-

1 unabhingigen Mechanismus vermittelt wird (Paramonova et al.; Ansurudeen et al. 2007).
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1.3.3 Endothelin-1

Ein gut charakterisierter Faktor ist Endothelin-1. Dieses Peptid besteht aus 21 A minosduren
und gehort als Hauptmitglied zur sogenannten Endothelinfamilie. Diese vasoaktiven Hormone
werden hauptsidchlich vom Endothel (Yanagisawa and Masaki 1989), aber auch von Muskel-
zellen, F ibroblasten, M akrophagen, ZNS-Neuronen, K ardiomyozyten un d vom r espiratori-
schen Epithel sezerniert (Luscher and Barton 2000; K edzierski and Y anagisawa 2001). Au-
Berdem wird diskutiert, ob Endothelin-1 eine stimulierende Wirkung auf die Cortisolausschiit-

tung hat oder nicht.

Endothelin-1 entfaltet s eine W irkung iiber ve rschiedene R ezeptoren, die al le G -Protein-
gekoppelt sind. Uber den Endothelin-Rezeptor Typ A, der vor allem in der glatten Muskelzel-
le lokalisiert ist, wird unter anderem die V asokonstriktion in den glatten Muskelzellen der
Blutgefale vermittelt. Auch in der Nebennierenrinde sind diese Rezeptoren vor allem in der
Zona glomerulosa zu finden und fiithren moglicherweise zur Stimulation der Zellproliferation

(Rossi et al. 1994; Mazzocchi et al. 1997).

Der R ezeptor Typ B ( ETB) be findet s ich vo rwiegend auf E pithel-, E ndothel- und g latten
Muskelzellen. Uber diesen Rezeptor wird hauptsichlich die steroidogene Wirkung von Endo-
thelin-1 erklédrt (Nussdorfer et al. 1997). AuBBerdem hat das Peptid iiber diesen Rezeptor eine

vasodilatative und antiproliferative Wirkung (Yanagisawa et al. 1988).

Des W eiteren kann E ndothelin-1 mit H ilfe von S timulation de r Z ytokinproduktion ( IL-6,
TNF-a) zur Chemotaxis von Leukozyten und E ntziindungsreaktion beitragen (Luscher and

Barton 2000).

1.3.4 Nicht niaher bezeichnete Proteine

Es wurde noch ein weiteres Protein beschrieben, das an der S teroidbiosynthese beteiligt ist
und von Endothelzellen produziert wird. Die Wirkung dieses 3000 Da grof3en Proteins scheint
ausschlieBlich auf die S timulation der A Idosteronsekretion beschriankt und {iber e inen P ro-

teinkinase-C-Signaltransduktionsweg vermittelt zu sein.
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1.4 Ziel der Arbeit

Es wurde gezeigt, dass ECCM die adrenale Steroidbiosynthese stimuliert. Jedoch wurde die-
ser E ffekt im Hinblick auf die adrenale Interleukin-6-Sekretion bisher nicht untersucht. Im

Rahmen dieser Dissertation sollten deshalb folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Hat ECCM einen Effekt auf die adrenale IL-6 Synthese in der NCI-H295R-Zelllinie?
2. Produzieren NCI-H295R Zellen mehr Interleukin- 6 als HUVEC Zellen?

3. Istdie IL-6 Produktion in den NCI-H295R Zellen und i n den HUVEC Zellen physiolo-

gisch relevant?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 NCI-H295R Zellen

Die Zelllinie NCI-H295R stammt urspriinglich von einem Nebennierenrindenkarzinom einer
bei Entfernung des Tumors 48 Jahre alten Patientin von den Bahamas. Im weiteren Verlauf
entwickelte die Patientin Leber- und L ungenmetastasen. Klinisch litt die P atientin im Zuge
der S ymptome de s S teroidiiberschusses unter H yperaldosteronismus, G ewichtsverlust, O de-
men, Akne, Diarrhoen und UnregelmifBigkeiten der Menses. Die Zellen wurden 1990 in Kul-
tur genommen (Gazdar et al. 1990). Durch Herausfiltern adhdrenter Zellen und W echsel in
Kulturmedien entstand der hi er ve rwendete S tamm N CI-H295R Zellen. A 1s B esonderheit
wiesen diese Z ellen genetische Aberrationen, einen hypertriploiden C hromosomensatz und
auch in vivo Charakteristika maligner Zellen auf. Diese Zellen sind als in vitro Modell vor
allen Dingen deswegen interessant, weil sie Eigenschaften von Zellen der Zona glomerulosa,
Zona reticularis und Zona fasciculata vereinen. So konnen diese Zellen zum Beispiel durch

Ihr Enzymsystem bis zu 30 verschiedene Steroidhormone synthetisieren (Gazdar et al. 1990).

2.1.2 HUVEC Zellen

Die HUVE C (human umbilical ve in endothelial ¢ ells) wurden aus m enschlichen Nabel-
schnurvenen isoliert und dann in Kultur genommen. Fiir unsere Zwecke haben wir die Zellen
verschiedener Passagen aus verschiedenen Quellen benutzt (Ansurudeen et al. 2007) und au-

Berdem auch kommerzielle von der Firma Promo Cell, Heidelberg, Germany erworben.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Kultivierung von NCI- H295R Zellen

Die NCI-H295R Zelllinie wurde in einem M edium be stehend aus serumfreien DMEM/F12
Medium und in den Versuchen 2.2.6 und 2.2.10 mit RPMI1640 + L- Glutamin Medium (bei-
des Invitrogen, Karlsruhe, Germany) mit 2 % fetalem Kélberserum (Invitrogen), Estradiol 10
nM (Sigma-Aldrich, Miinchen, D eutschland), Hydrocortison 10 nM ( Sigma-Aldrich), A po-
Transferrin 10 pg/ml ( Sigma-Aldrich), Insulin 66 nM ( Sigma-Aldrich), N atrium-Selenit 30
nM (Sigma-Aldrich), Penicillin 100 U/ml (Invitrogen) und Streptomycin 100 pg/ml (Invitro-
gen) in einer mit W asserdampf geséttigten Atmosphire bei 95 % Raumluft und 5 % Kohlen-
dioxid in einem Brutschrank kultiviert. Fiir die Kultivierung von ca. 5-15 Mio. Zellen in einer

250 ml Zellkulturflasche benétigte man 25 ml dieses Mediums.

Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage in Abhédngigkeit der Zelldichte (ca. 70 % Konf-
luenz) gesplittet und m it ne uem M edium ve rsorgt. Hierzu wurde unter ei ner L aminar Air
Flow zundchst das M edium steril abgesaugt. Danach wusch man die Zellen mit 10 ml PBS

(Phosphate buffered Saline, Glibco/Invitrogen), um dann den Puffer wieder abzusaugen.

Als néchstes wurden drei ml Accutase hinzugefiigt und die Flasche wurde bei 37°C fiir sechs
Minuten im Brutschrank bebriitet. Dieses A ccutase-Zellgemisch wurde nachfolgend mit sie-
ben ml Medium vom Zellboden abgespiilt und i n ein 50 m I Falcon-Gefal} iiberfiihrt, um es
dann bei 1100 rpm fiir sechs Minuten zu zentrifugieren. Der Uberstand wurde dann wieder
abgesaugt, und das Pellet wurde mit der entsprechenden Menge Medium suspendiert, indem
man die Pipette auf den Boden beim A ufnehmen und A blassen der Suspension stellte. D a-
durch wurden die Zellen vereinzelt. In einer Neubauer-Zahlkammer wurden die Zellen ausge-
zdhlt. Die toten Zellen wurden mit Hilfe von Trypanblau (Sigma-Aldrich) optisch sichtbar
gemacht. In Abhéngigkeit vom Versuchsprotokoll wurden verschiedene Zellzahlen verwendet

und in die entsprechenden Behilter tiberfiihrt und kultiviert (s. Abb. 2.1).
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Kultivierung von HUVEC Zellen

Die HUVE C-Zellen wurden in s erumfreien D MEM/F12 Medium, fiir die V ersuche 2.2.10
und 3.4 auch in Endothelial Cell Basal Medium (Promocell, Heidelberg, Deutschland) kulti-
viert, das vor Gebrauch mit einem Supplement Pack von P romocell versehen wurde. N ach
Zugabe des Supplement Packs befanden sich im Endothelial Cell Basal Medium von Promo-
cell a uBerdem E CGS/H ( 0,4%), R inderserum (2%), E pidermaler W achstumstaktor ( 0,1
ng/ml) und Hydrocortison 1 pg/ml), (die Konzentrationen gelten jeweils fiir eine Endkonzent-
ration von 500 m 1M edium). Das Medium w urde spétestens al le dr ei Tage aus getauscht.
Wenn die Zellen in den 75 cm?-Kulturflaschen nahezu 100% konfluent waren, wurden sie in
einem Verhéltnis von 1:4 oder 1:8 passagiert. Hierzu wurde zunichst das Medium abgesaugt.
Danach wurden die Zellen mit 10 ml PBS-Puffer gewaschen, um gleich danach den Puffer
wieder abzusaugen. Als Nachstes wurden drei ml A ccutase hinzugefiigt; die Flasche wurde
fir hochstens 10 Minuten bei 37°C im Brutschrank bebriitet, um die Zellen vom Flaschenbo-
den zu losen. Nachfolgend wurden die Zellen mit sieben ml Medium vom Boden abgeldst und
in einem 50-ml-Falcon-Rdhrchen fiir fiinf Minuten bei 1400 rpm zentrifugiert. Danach wurde
das librig gebliebene Zellpellet in neuem Kulturmedium resuspendiert und im Verhéltnis 1:4

oder 1:8 in 12 ml Medium in eine neue Kulturflasche uiberfiihrt.

Herstellung von Endothel-Zell-konditioniertem Medium

Fiir da s ve rwendete E CCM, insbesondere fiir d ie er sten Versuche, wurden obe n ge nannte
HUVEC-Zellen in serumfreien D MEM/F12 M edium fiir 24 S tunden kul tiviert. Fiir s patere
Versuche wurden die Zellen auch in Endothelial Cell Basal Medium fiir 24 Stunden kultiviert.
Das dabei entstandene Medium wurde alle zwei bis drei Tage abgenommen und erneuert. Das
gewonnene Medium wurde in ein 15 m | F alcon-Roéhrchen iibe rfithrt und be i1 1400 rpm fiir
fiinf Minuten zentrifugiert. Danach wurde es in eine sterile S pritze gefiillt und durch einen
sterilen Filter in ein neues 15-ml-Falcon-Réhrchen gespritzt. Das Falcon wurde mit Datum,
Passage, K onfluenzgrad und Inkubationszeit be schriftet und be 1 —20 °C ei ngefroren. Fiir

Kontrollversuche wurde deshalb serumfreies DMEM/F12 verwendet.
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2.2.2 Immunzytologie

Zunichst wurden die Endothelzellen mit Hilfe eines monoklonalen Maus-Antikorpers, der mit
einer V erdiinnung von 1 :50 gegen CD31 eingesetzt wurde, identifiziert (DAKO, Hamburg,
Deutschland). Als nédchstes wurde Interleukin-6 in einer V erdiinnung von 1: 100 mit e inem
polyklonalen Z iegen-Anti-Mensch-Antikorper de tektiert (R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland). Nachfolgend wurden die fixierten Zellen flir 60 M inuten bei R aumtemperatur
mit einem primiren A ntikdrper inkubiert (Merckofix, M erck, D armstadt, D eutschland). Die
Detektion der gebundenen Immunoglobuline wurde mit Hilfe der »linked-Streptavidin-Biotin-
Technik«, wie in der Betriebsanleitung beschrieben, erreicht (DAKO). Um die Zellen sichtbar
zu machen, wurden sie mit 0,01 % AEC und 0,0003 % H,O; in 0,5 M Tris-HCI-Puffer (pH
7,6) fiir 10 Minuten inkubiert. Die Waschschritte wurden zwischen allen Inkubationsschritten
wie folgt durchgefiihrt: Spiilung mit Leitungswasser fiir 10 Sekunden, dann 10 Minuten in 0,5
M Tris-HCI-Puffer Ruhelagerung. B evor die ersten A ntikorper hinzugefiligt w urden, wurde
die Inkubation mit Peroxidase durchgefiihrt, der eine Waschprozedur und Preinkubation mit
2% normalem Schweineserum (DAKO) in 0,5 M Tris-Hcl-Puffer (pH 7,6) folgte. Am Ende
wurden alle Schnitte fiir die Zdhlung mit Hematoxylin (Merck) angefarbt und auf diinnen Ob-
jekttragern, die mit Gelatin benetzt waren, fixiert. Fiir alle Stufen, auch fiir die Studien ohne
Primér- oder Sekundérantikdper, wurden Negativkontrollen durchgefiihrt. Dort konnte jedoch
keine A nfarbung in de n K ontrollen nachgewiesen werden. Die Fa rbungen w urden dr eimal

wiederholt.

2.2.3 Transfektion und Reportergenassay

Transfektion

Das Plasmid-Konstrukt (IL-6 Promoter-Firefly-Luziferase) wurde — wie beschrieben — einge-
setzt (Nagy et al. 2001). Das kommerziell zu erhaltende pRL-TK-Renilla Luziferase Plasmid

stammt von der Firma Promega und wurde als Kontrolle kotransfiziert.

Zur Vorbereitung der Transfektion wurden zunédchst ca. 100.000 NCI-H295R Zellen pro well
in einer 24-Well Platte (Nunc, Wiesbaden, Germany) fiir 24 Stunden bis zu einer Konfluenz
von 75% kul tiviert. Als ndchstes wurden die Plasmide mit H ilfe des Transfektionsreagenz

FuGENES6 (Roche, Mannheim, Germany) in die Zellen gebracht.
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Um ein Verhiltnis von 3 :1 von FuGENE zu DNA bei der Transfektion zu erzeugen, wurden
nach der Inkubationszeit 1,5 p g FUuGENE, 1 pug des IL-6 Promoter-Luciferase-Plasmids und
0,25 n g des pR L-TK-Kontrollplasmids pro Well verwendet und e rneut fiir 24 S tunden m it
zusitzlichen 2,4 ml serumfreiem Medium pro Well inkubiert. Das pRL-TK Plasmid diente als
Kontrolle, welches den SV40-Promoter enthélt und die Renilla-Luciferase ex primiert. Nach
24 Stunden wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und die Zellen wurden mit PBS Puffer

gewaschen.

Nun wurde nach unten stehendem Schema mit ECCM-Medium oder serumfreien DMEM/F12
stimuliert. Mit H ilfe de s D ual-Luziferase-Reporter-Assay-Systems (P romega, M annheim,
Deutschland) konnten nach weiteren 24 Stunden Inkubationszeit die Aktivitdt der Renilla und
Firefly Luziferase gemessen werden. Dieser Versuch wurde dreimal unabhingig voneinander

durchgefiihrt.

0 0
A (10% ECCM) B (20% ECCM) Abb. 2.1 Schematisierter Blick auf

OO0OO0)mmm

Aufteilung der verschiedenen Medienkon-

C (30% ECCM) D (40% ECCM) zentrationen in einer 24 Well- Platte. In
drei Wells nebeneinander war jeweils die
gleiche Konzentration von ECCM und
DMEM/F12. Die Konzentration von ECCM

E (60% ECCM) F (80% ECCM) wurde jeweils erhoht und die von

DMEM/F12 entsprechend verringert. A:

10% ECCM; 90% DMEM/F12; B: 20
ECCM; 80% DMEM/F12; C: 30% ECCM;
70% DMEM/F12; D: 40% ECCM; 60%

G (100% ECCM) H (100% Kontroll-Med.) | DMEM/F12; E: 60% ECCM; 40%

DMEM/F12; F: 80% ECCM; 20%
DMEM/F12; G: 100% ECCM;
H: 100% DMEM/F12 (Referenz).

2.2.4 Luciferase Messung

Mit de m Dual-Luziferase-Reporter-Assay-System ( Promega) besteht di e Moglichkeit, mit
einem Reagenzansatz die Firefly- und Renilla-Luziferaseaktivitit zu messen. Bei Luciferasen
handelt es sich um Enzyme, die durch eine Reaktion mit Sauerstoff Licht freisetzen, welches

dann messbar wird.
Bei der Renilla-Luziferase sah die Reaktion wie folgt aus:

Luciferin + O, = Oxyluciferin + Licht mit Wellenldnge (A)
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Die Firefly-Luziferase, ein Enzym, das im Organismus des Leuchtkéfers vorkommt, fiihrte zu

folgender Reaktion:
Luciferol + ATP + O, = Licht mit anderer Wellenldange (A;) + AMP + CO,

Falls der P romotor n ach der S timulation a ktiviert w urde, wurden R enilla- und F irefly-

Luziferase produziert, die dann gemessen werden konnten.

Abb. 2.2 Schematische Dar-

Plasmid\ Firefly- Plasmid\ Renilla- :
(LIL-6) ) Luziforase (PRLTK) Luziferase stellung der Transfektion
Promoter Kontrolle Einbau der Plasmide (IL-6: Inter-

leukin-6 Plasmid (Firefly-
Stimulation. Luziferase); pRLTK-Plasmid: p

WW (z.B. ECCM) Renilla Luziferase Reporter Vektor)

in die Zelle und anschlieende Sti-

Transfekton

L - ) mulation, in diesem Fall mit ECCM,
Y um am Ende die Proteinisolation
Proteinisolation durch das Firefly-/Renilla-

Firefly-/IRenilla-

) R Luziferase-Verhiltnis zu bestim-
Luziferase-Verhaltnis

men.

Das Stimulationsmedium wurde nach dem Versuch abgesaugt und die Zellen mit PBS-Puffer

gewaschen.

Als néchstes wurden 100 pl eines Lysepuffers (PLB) in die Wells pipettiert, um die Zellen
aufzuschlieBen. Danach wurden die Zellen auf einer S chiittelplattform fiir 10 M inuten inku-
biert. Nach 10 Minuten Inkubationszeit wurden die Zellen mit der Pipettenspitze abgekratzt
und mit 100 pl Lysepuffer aufgenommen. Fiir die Messung der Lumineszenz in einem Lumat
LB 9507 Luminometer (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Deutschland) wurden nun fiinf
ul der jeweiligen Probe mit 25 ul LAR II Luziferase Assay Reagenz II versetzt und dann ge-
messen. Das Ergebnis war die Aktivitdt der Firefly-Luziferase. Durch weitere Zugabe von 25
ul e iner S topplosung ( Stop and G lo R eagenz), in de m auch das S ubstrat fiir di e R enilla-
Luziferase enthalten ist, wurde im Anschluss die R enilla-Luziferase Aktivitit bestimmt. Zur

Auswertung wurde der Quotient aus Firefly- und Renilla-Luziferase ermittelt.

In unserem V ersuch wurde eine transiente Transfektion mit einem R eporterplasmid, das die

IL-6-Promoter-Region vor einer Firefly Luziferase beinhaltet, durchgefiihrt.
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Nachdem die Transfektion durchgefiihrt wurde, wurden die NCI-Zellen mit den unterschiedli-
chen K onzentrationen (10, 20, 30, 40, 60, 80 un d 100 %) ECCM fiir 48 Stunden kultiviert.

Dieser Versuch wurde ebenfalls dreimal unabhidngig voneinander durchgefiihrt.

2.2.5 Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA)

Fiir die Durchfiihrung des ELISAs wurde das Quantikine Human IL-6 Kit (R&D S ystems,
Wiesbaden, Deutschland) ve rwendet. Bei de m ELISA Verfahren handelt es sich um eine
Sandwich-Immunassay-Technik, bei d er mit Hilfe von F arbreaktionen quantitativ die K on-
zentration von Interleukin-6 nachgewiesen werden kann. D as W ort ,,Sandwich* wird hier

benutzt, da das zu untersuchende Antigen zwischen zwei Antikorpern gebunden wird.

Zur Vorbereitung wurde zunichst der Uberstand von den Zellen abgenommen und in 1,5 m1
grofle Eppendorf- Reaktionsgefdfle gefiillt. Um 250 m1 Waschpulver zu erhalten, wurden 10
ml W aschpufferkonzentratlosung in 250 m 1 de stilliertem W asser a ufgenommen. D er 1L-6-
Standard wurde mit 5 m1 RDST (11 ml eines proteinbasierten Puffers) Kalibratordiluent ver-
setzt. Dies entsprach einer Ausgangskonzentration von 300 pg /ml. Um nun die entsprechen-
den Verdiinnungen herzustellen, wurde eine V erdiinnungsreihe durchgefiihrt, die nach sechs

Verdiinnungsschritten eine Endkonzentration von 3,12 pg/ml ergab.

Die verwendete 96 -well P latte war mit e inem monoklonalen Coating-M&use-Antikorper ge-

gen IL-6 beschichtet, der sich dann bei Zugabe des Antigens mit diesem verband (Abb. 2.3)

Im ndchsten Schritt wurden in jedes Well 100 ul Assay Diluent RD1W pipettiert. Zusitzlich
wurden 100 pl des Standards, der Kontrolle oder der Probe hinzugefiigt, je nachdem, wie die
Versuchsreihe aufgebaut war. Das Ganze wurde anschliefend zwei Stunden bei Raumtempe-

ratur inkubiert.

Nach zweistilindiger Inkubation mit dem Zelliiberstand wurde ein weiterer Detektionsantikor-
per aufgetragen, der allerdings an einer anderen Stelle des Antigens bindet; so dass ein Anti-
korper-Antigen-Antikorper-Komplex in der Art eines Sandwichs entstand (Abb. 2.3). Hierzu
wurde jedes Well mit 400 pu 1 W aschpuffer gefiillt und a nschlieBend die F lissigkeit wieder
abgesaugt. Nach dem vierten W aschdurchgang wurde die F liissigkeit au sgeschiittet und di e
Platte durch dreimaliges Ausklopfen auf einem Papiertuch gesdubert. Nun wurden 200 pl IL-
6 Konjugat (ein Polyklonaler Antikorper gegen IL-6) hinzugefiigt und e rneut fiir zwei Stun-
den be i R aumtemperatur i nkubiert, um danach den W aschvorgang, w ie obe n b eschrieben,

erneut durchzufiihren.
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Abb. 2.3 Prinzip ELISA

Zunéchst wird ein B eschichtungsantikorper auf die P latte aufgetragen (1), dann wird die Probe mit der unbe-
kannten Konzentration — fiir die Eichkurve eine definierte Menge — des Antigens hinzugefiigt (2). Als nidchstes
wird ein Briickenantikorper hinzugefiigt, der an einer anderen Stelle des Antigens bindet (3). Im letzten Schritt
kommt ein Detektionsantikdrper hinzu, an dem ein Enzym haftet (4), dass einen Farbstoff zu einer photomet-
risch messbaren Reaktion konvertieren kann (5).

Um das Ganze als Farbreaktion sichtbar zu machen, wurde ein weiterer Antikorper (200 pl
Substratlosung), der an den Detektionsantikorper bindet und ein Enzym beinhaltet, zur Anla-
gerung in jedes Well pipettiert und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert
(Abb. 2.3). Zum Schluss wurden 50 pl Stopplosung pro Well hinzugefiigt. Am Antigen wurde
eine Farbreaktion hervorgerufen, die photometrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm inner-

halb der ndchsten 30 Minuten gemessen werden konnte.

Die Intensitdt der F drbung war proportional de r K onzentration de s A ntigens in der P robe.
Anhand der Eichkurve konnten so die Konzentrationen des Antigens, die in der Probe enthal-
ten war, gemessen werden. Interleukin-6-ELISA-Messungen wurden in mehreren Versuchen
eingesetzt (Ergebnisse 3.1, 3.4, s owie 3.6) und jeweils mindestens dreimal unabhéngig v o-

neinander als Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

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

Im Jahr 1985 wurde erstmals die Methode der PCR (Polymerase Chain Reaction) verdffent-
licht (Saiki et al. 1985). Bei dieser Methode wird die zuvor erstellte DNA durch Zugabe von

Reaktionskomponenten kiinstlich vervielfaltigt.
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Fiir die real time PCR wurden ca. 2.000.000 HUVEC- und NCI-H295R Zellen mit dem jewei-
ligen Medium (HUVECs mit E CC-Medium und N CI- H295R Z ellen m it R PMI1640- Me-
dium) tliber 24 Stunden stimuliert. Von diesen Zellen wurde dann mRNA hergestellt, mit Hilfe
derer durch reverse Transkription cDNA (komplementire DNA) erstellt wurde (Beschreibung

siche unten).

Die cDNA konnte fiir die SYBR-Green real time PCR verwendet werden, um damit das IL-6-
Gen und das f-Aktin-Gen als House-keeping-Gen (Referenzgen) bei der jeweiligen Zellart zu
vervielfaltigen. D er hi er ve rwendete f luoreszierende F arbstoff S YBR-Green bi ndet aus-
schlieBlich die doppe Istrangige D NA und ka nn s o zur Quantifizierung des G ens verwendet

werden.

2.2.7 RNA-Isolation

Fiir die RNA-Isolation wurde das RNAse Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet.
Bei diesem Kit kommt zur RNA-Isolation eine Membran auf Siziliumbasis zum Einsatz, wel-
che die RNA bindet. Die verwendeten Zellen wurden nach der Losung vom Well (mit jeweils
100 pul Accutase) fiir sechs Minuten bei 1400 rpm zentrifugiert. Danach wurden sie mit PBS

gewaschen und abermals zentrifugiert.

Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet pro Well in 350 u1 RLT-Puffer (Kit) auf-
genommen. Als ndchstes wurden die 350 pl RLT-Puffer auf einen Qiashredder (Qiagen) pi-
pettiert, um das Lysat zu homogenisieren. Dazu musste der Shredder bei hochster Umdrehung

(13.000 rpm) in einer Tischzentrifuge fiir zwei Minuten zentrifugiert werden.

Der Shredder wurde nun verworfen und da s Lysat mit 350 pl 80 -prozentigem A lkohol ver-
mischt, um die Bindungseigenschaften der RNA an die Membran zu verbessern. Danach wur-
de die gesamte Menge von 700 pl auf eine RNAse freie Mini-Sdule (Qiagen) aufgetragen und
bei 8000 rpm fiir 15 Sekunden zentrifugiert. Hierbei wurde die RNA auf die Sdule gebunden
und der Rest als Lysat verworfen. Im Folgenden wurde die Sdule mit 700 pl RW 1-Puffer und
danach mit 500 ul RPE-Puffer gewaschen, indem nach der Zugabe erneut mit 8000 r pm fiir
15 Sekunden zentrifugiert wurde. Zuletzt wurde die Sdule erneut mit 500 pl RPE-Puffer bei

8000 rpm fiir zwei Minuten zentrifugiert, um die Membran zu trocknen.

AnschlieBend wurde noch zweimal 30 ul RNAse freies Wasser auf die Sdule gebracht, damit

die RNA von de r Sdule gelost und in einem 1,5 m 1 grofBen E ppendorf-Becher aufgefangen
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werden konnte. Die entstandene RNA wurde entweder bei -80°C gelagert oder direkt in DNA

umgeschrieben.
Messung der RNA- Konzentration

Um die K onzentration der RNA zu be stimmen, wurde ¢in P hotometer verwendet. Mit ihm
wurde die optische Dichte (OD) bei einer Wellenlénge von 260 nm gemessen. Mit Hilfe der

folgenden Formel wurde dann die Konzentration berechnet:
Konzentration (pg/ml) = ODyep X Verdiinnungsfaktor x Multiplikationsfaktor (40 fiir RNA).

Zunéchst wurden die RNA-Proben 1:40 mit TE-Puffer verdiinnt, damit die OD260 genau der
RNA Konzentration in pg/ml entspricht. Fiir die Verdiinnung und M essung wurden spezielle

Kiivetten aus Kunststoff (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verwendet.

Gleichzeitig wurden die Proben bei einer Wellenldnge von 280 nm gemessen, um die Reinheit
der RNA zu iiberpriifen. Sofern der Quotient aus O D260/0D280 zwischen 1,8 und 2,01 ag,

lie dies darauf schliefen, dass die hergestellte RNA besonders rein war.

2.2.8 cDNA-Synthese

Fiir die Herstellung von cDNA durch reverse Transkription der vorliegenden DNA wurde das
Ready-to-go T-primed First Strand Synthesis Kit (Amersham Biosciences, New Jersey, USA)
verwendet. In jedem Reaktionsbehéltnis befinden sich temperaturstabile cDNA Synthesereak-
tionskomponenten, die aus Notl-(dT) 18 Primer, Cloned FPLC pure M-MuLV Reverse Trans-
criptase, RNase Inhibitor, und Nukleotiden be stehen. D ie P uffer- und d NTP-Eigenschaften
des Reaktionsmixes sind 45 mM Tris (pH 8,3), 6 mM KCL, 15 mM DTT, 9 mM MgCl,, 0,08
mg/ml BSA, und jedes dNTP 1,8 mM.

Um ein Endvolumen von 33 pl cDNA zu erzeugen, soll die mRNA in reiner Konzentration
von 250 ng/pl vorliegen. Je nachdem, wie viel mRNA synthetisiert wurde, werden nun 1 bis 5

ul der mRNA verwendet und mit DEPC-Wasser auf 33 ul aufgefiillt.

Diese Losung wird dann fiir fiinf Minuten bei 65°C im T3-Thermocycler (Biometra) erhitzt.
Danach wird dieselbe Losung fiir fiinf Minuten bei 37°C inkubiert. Gleichzeitig wird auch der
Reaktionsmix vom First-Strand Kit bei 37°C fiir fiinf Minuten erhitzt. Nachfolgend wird die
RNA in den Reaktionsmix iiberfiihrt und be ides zusammen, ohne es gemischt zu haben, er-
neut bei 37°C fiir fiin f Minuten inkubiert. In diesem S chritt konnen sich die Primer an die

RNA anl agern. Als ndchstes w erden d as R eaktionsgemisch und R NA d urch Vortexen gut
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gemischt und dann zur reversen Transkription fiir weitere 60 Minuten im Thermomixer com-

pact (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 37°C inkubiert.

Hierbei iibersetzt die reverse Transkriptase, die unter natiirlichen Bedingungen nur in Retrovi-

ren vorhanden ist, die mRNA in cDNA.

Die in vitro entstandene cDNA konnte nun e ntweder direkt fiir die PCR verwendet oder zu-

nichst bei —20°C aufbewahrt werden.

2.2.9 Primer-Synthese

Die ersten Versuche wurden mit TagMan-Primern durchgefiihrt, bei deren Sondenerstellung
folgende Regeln zu beachten waren: wenig Nukleotidwiederholungen, Anteil der der Guanin
(G)- oder Cytosin (C)-Nukleotide nur zwischen 30 und 80 %, hoherer Cytosin- als Guaninan-
teil, keine Guanin-Nukleotide am 5’ -Ende. Die Sonden werden abschlieffend mit einem Re-
porterfarbstoff, z. B. FAM, versehen. Die Primer wurden entsprechend der Sonde nach @hnli-
chen Kriterien ausgewdhlt: Sie sollten in unmittelbarer Ndhe der Sonde binden und eine nied-

rigere Schmelztemperatur als die Sonde, also zwischen 58 und 65°C, haben.

Die Sequenzen sind in der folgenden Abbildung dargestellt und wurden bei der Firma Euro-

gentec S.A. (Eurogentec, Koln, Deutschland) synthetisiert und bestellt.

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

IL-6 Sonde TCCTTCTCCACAAGCGCCTTCGGT
IL-6 Primer forward TCCAGGAGCCCAGCTATGAA

IL-6 Primer reverse CCCAGGGAGAAGGCAACTG
[-Aktin forward AGCCTCGCCTTTGCCGATCCG

Abb. 2.4 Nukleotidsequenzen der verwendeten Primer

Fiir die w eiteren Versuche wurde aus K ostengriinden mit S YBR Green gearbeitet. Hierfiir
wurde ein SYBR-GREEN-PCR-Kit eingesetzt. Bei dem verwendeten SYBR® GREEN PCR
Kit (Qiagen) war ein SYBR Green PCR M aster M ix ent halten. In diesem M ix waren der
SYBR Green I Farbstoff, e ine s pezielle P olymerase, PCR-Puffer, INTP Mix und M gCl,
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enthalten. Die Primer wurden zuvor mit D EPC-Wasser bis zur gewiinschten K onzentration

verdinnt.

Weitere Komponenten der R eaktionsansitze sind in der folgenden T abelle mit M engen und

Endkonzentrationen angegeben (s.u.).

Nach Vorbereitung eines Mastermix-Ansatzes fiir zehn Proben mit den Komponenten aus der
Tabelle wurde die 96-well-Platte (Applied Biosystems, MicroAmp, Carlsbad, USA) pro Well
mit einem Volumen von 22,5 pl versehen, zu denen im nichsten Schritt 2,5 ul cDNA hinzu-

gefligt wurden.

Pro Zelllinie (HUVEC, NCI, und T-Zellen) wurde eine 3-fach-Bestimmung durchgefiihrt. Um
die Pipettiergenauigkeit zu kontrollieren, wurden zusétzlich zwei Wells pro Ansatz mit 2,5 pl

Wasser gefiillt. In diesen Proben diirfte demnach kein Signal zu messen sein.

Nach Befiillen der Wells wurden sie mit einer Klarsichtfolie abgeklebt (Applied Biosystems,
MicroAmp) und fiir ein paar Sekunden bei 1400 rpm abzentrifugiert.

Reagenzien IL-6 f-Aktin Endkonzentration
SYBR Green Mastermix 12,5 pul 12,5 ul
Primer forward 1,0 pl 300 mM
42,5 ul
Primer reverse 1,0 pl 300 mM
cDNA 2,5 ul 2,5 ul 10 ng
Aqua dest. 8,0 ul 7,5 pul

Abb. 2.5 Komponenten der Reaktionssitze in Menge und Endkonzentration

Die PCR wurde in 48 Zyklen mit den folgenden Schritten pro Zyklus in einem Step One Plus
Real Time PCR System der Firma Applied Biosystems durchgefiihrt:

0 95° C: 10 Minuten Aktivierung der DNA- Polymerase
0 95° C: 20 Sekunden Denaturierung

0 60° C: 20 Sekunden Annealing (Primer Anlagerung)

0 60° C: 20 Minuten Extension (Kettenverldngerung)
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Mit Hilfe der komparativen Ct-Methode wurde zusétzlich die relative mRNA-Expression be-
rechnet. Jede Probe hat ihren eigenen Ct-Wert, der fiir jede Probe aus dem signifikanten Anti-
gen de s Amplifikationssignals iib er d as G rundaussehen ermittelt w ird. Er e ntspricht d em
Schwellenwert ( Threshold), de r i m | inear a nsteigenden A bschnitt i n ha Ib-logarithmischer

Darstellung sichtbar ist.

2.2.10 T-Zell-Stimulationstest

Fiir die T-Zell-Isolierung wurden zwei bis fiinf CPT-Rohrchen (BD Vacutainer, New Jersey,
USA) mit frischem Blut verwendet. Die Rohrchen wurden bei 1750 rpm bei 22°C fiir 20 Mi-
nuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation bestand die oberste Schicht aus Serum, das abge-
nommen und ve rworfen wurde. Die mittlere S chicht wurde weiter ve rwendet und z unéchst
mit PBS Puffer gewaschen und e rneut fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt. Z u jedem Zellpellet w urden zwei ml E rythrozytenlysepuffer (R&D Systems,
Wiesbaden, Deutschland) hinzugefiigt und fiir fiinf Minuten i nkubiert. Danach w urden die

Zellen erneut mit PBS Puffer gewaschen und gezihlt.

Fiir die T-Zell-Isolierung wurden CD3 Micro Beads (Miltenyi Biotec, Auburn, USA) verwen-
det. T-Zellen expremieren den CD3-Rezeptor. An diesen Rezeptor binden Antikdrper, welche
auf der and eren Seite einen Magnet beinhalten. Wenn die Zellen nun {iiber s pezielle S dulen
laufen, werden sie an einem Magneten festgehalten, um am Ende mit den Antikérpern aufge-

fangen zu werden, wenn man den Magneten entfernt.

Fiir den Versuch mussten die Zellen iiber die gesamte Zeit auf Eis gestellt und die verwende-
ten Sdulen und M agnete vorgekiihlt werden. Die Zellen wurden nach erneuter Zentrifugation
von dem Puffer befreit und das Zellpellet danach sofort in 80 ul MACS-Puffer (Miltenyi Bio-
tec Stocklosung, Auburn, USA), 0,5 % BSA und 2 mM EDTA pro 107 Zellen aufgenommen.

Danach wurden 20 pl CD3 Micro Beads pro 107 Zellen hinzugefiigt. Das Ganze wurde fiir 15
Minuten bei vier bis acht °C inkubiert. Um die Zellen nach der Inkubation zu waschen, wur-
den sie erneut mit ein bis zwei ml MACS-Puffer pro 10’ Zellen versehen und erneut fiir fiinf
Minuten bei 1400 r pm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen diesmal
in 500 p1 MACS Puffer pro 10® Zellen aufgenommen. Wihrend der Zentrifugationszeit wur-

den die Saulen vorbereitet.
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Hierzu wurden LS-Séulen (MidiMACS, Miltenyi Biotec, Auburn, USA), die bei Zellzahlen
ab 10 ® verwendet w erden, im m agnetischen Feld eingesetzt (MACS Seperator). Z undchst

wurden drei ml MACS Puffer dariiber gespiilt, damit die Sdulen sauber waren.

e

wlli 4G

Abb. 2.6 T-Zellisolierung

Zunéchst werden die T -Zellen m it einem m agnetischen Anti-CD3-Antikérper markiert, um dann mit e inem
Magneten festgehalten z uw erden, wihrend d ie 3

anderen Z ellen mit M ACS Puffer a usgewaschen @ T-Zelle mit CD3-Rezeptor \-— Anti-CD3-Mikrobeads
werden. Danach werden die T-Zellen vom Magne- - N

ten entfernt und in e inem neuen B ehéltnis aufge- /@1 andere Zellen (l_\ MACS-Puffer

fangen. Mit weiterem M ACS P uffer werden d ie B '

Antikorper abgewaschen (Legende nebenstehend). o T Magnet

Im Anschluss wurde die Zellsuspension auf die Séulen gefiillt. Unter den Séulen standen 15
ml Falcon Gefidlle, welche die Zellen, die nicht in der magnetischen Séule festgehalten wur-
den, auffangen sollten. Um alle anderen Zellen auszuwaschen, wurde die Séule nun dr eimal
mit je weils d rei m 1 M ACS P uffer ge waschen, s obald di e Z ellsuspension e inmal kom plett

durchgelaufen war.

Als néichstes wurde die Sdule von dem magnetischen Feld geldst und liber einem neuen 15 ml

Falcon platziert. Es wurden fiinf ml MACS Puffer auf die Saule gefiillt und mit Hilfe des
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Stempels schnell tiber die Sédule gedriickt, um mit dem Druck die T-Zellen von der Sdule zu

16sen.

Die aufgefangenen T-Zellen wurden erneut bei 1400 rpm fiir fiinf Minuten abzentrifugiert und
anschlieBend in 10 m 1 RPMI-Medium (+) aufgenommen. Dem Medium wurden zuvor noch
IL-2 (Konzentration von 500 U/ul), IL-1p (Konzentration von 1000 U/ul/), Prostaglandin E2
und TNF-a (alle R&D Systems, Minneapolis, USA) fiir die Stimulation hinzugefiigt nach dem
entsprechenden Schema (s.Abb.2.7). Eine Probe, die nur mit IL-6 versetzt wurde, diente als

Positivkontrolle.

Die Zellzahl betrug ca. 3.800.000 Zellen/well in 1,5 ml Medium in einer 24-well-Platte. Die
Zellen wurden iiber 24 Stunden mit den entsprechenden Substanzen in verschiedenen Kon-
zentrationen nach dem unten angegeben Schema stimuliert. Die HUVE Cs und NCI-H295R
Zellen wurden ohne Stimulation ebenfalls 24 Stunden in der 24-Well-Platte inkubiert.

Stimulationsansatz 1 2 3 4 5 6 7 8
IL-6 (1ng/ml) + - - - - - - -
IL-2 (0,125 U/ml) - + + + + + + +
TNF-a (10 ng/ml) - - + - + - + -
TNF-a (20 ng/ml) - - - + - + — +
IL-1B (25 ng/ml) - - - - + - + -
IL-1B (50 ng/ml) - - - - - + - +
PGE; (1pg/ml) - - — - - - + -
PGE; (2pug/ml) - - - - - - - +

Abb. 2.7 Pipettierschemata fiir die Stimulation von T-Zellen

Je nach Ansatz kamen unterschiedliche Substanzen in unterschiedlichen Konzentrationen zur Anwendung.

Nach 24 Stunden wurde der Uberstand abgenommen und fiir den ELISA verwendet; aus den
Zellen wurde mRNA hergestellt (s.0.). Dieser Versuch wurde dreimal unabhingig voneinan-

der durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Endothelzellen

Auf der Abb. 3.1 erkennt man eine Endothelzelle, die mit einem Anti-CD31 Antikorper mar-

kiert wurde. Diese Endothelzellen konnten in einer Zellkultur aus préperierten normalen hu-

manen Nebennieren detektiert werden.

Abb.3.1 Immunzyto-
chemie mit CD31-
Antikorper

Immunozytochemie einer En-
dothelzelle in einer primdren
Nebennierenzellkultur nach
sieben Tagen Inkubation mit
einem Anti-CD31-Antikorper.

3.2 Promoteraktivitat

Mit H ilfe di eser Methode s ollte gemessen w erden, ob die  L-6 Promoteraktivitit in NCI-
H295R Zellen n ach E xposition g egeniiber E CCM a nsteigt. H ierzu w urde eine t ransiente
Transfektion mit einem Reporterplasmid, das die IL-6-Promoter-Region vor einer Firefly Lu-

ziferase beinhaltet, durchgefiihrt.

Die Inkubation von NCI-H295R Zellen mit ECCM fiihrte zu einem dosisabhdngigen Anstieg
der Promoteraktivitit wie folgt: 10% ECCM bei 79,0 (SEM =+ 25,5)%, 73,0 (SEM =+ 5,7)%, 95
(SEM = 24,0)%, 139,5 (SEM =+ 47,4)%, 333,5 (SEM =+ 215,7)%, 334,5 (SEM + 137,9)% und
100% bei 410,5 (SEM + 200,1)%.

Ab einer ECCM Konzentration von 60% ist eine signifikante IL-6-Promoteraktivitit erkenn-
bar. Im Vergleich zur basalen Promoteraktivitit ist sie bei 60 bis 100% ECCM zwei bis drei-
mal so hoch wie basal (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2 Promoteraktivitit von IL-6 (1ng)

Relative Promoteraktivitdt von IL-6 in transfizierten NCI-H259R Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit unter-
schiedlichen K onzentrationen von ECCM (n=3), (*: P < 0,05). In diesem Reportergenassay erkennt man einen
signifikanten Anstieg der IL-6-Promoteraktivitit. Am stdrksten ist die Promoteraktivitit bei ECCM K onzentra-
tionen von 60 bis 100% ECCM (Willenberg et al. 2008).

3.3 IL-6 Konzentrationen im Uberstand

Nach 24 -stiindiger Inkubation der N CI-H295R-Zellen mit E CCM in den Konzentrationen
20%, 40% , 60% , 80% und 100% in Kontrolle zu N CI-H295R-Zellen, die mit s erumfreien
DMEM/F12-Medium ve rsetzt w urden, e rgab sich e in s ignifikanter A nstieg de r IL-6-
Konzentration in den Zelliiberstdnden, die mittels ELISA bestimmt wurde. (Abb. 3.3)

Schon bei 20%-igem ECCM Zusatz liel} sich eine Signifikanz erkennen. Die IL-6-Sekretion
stieg auf 4.1 (SEM =+ 0,7) pg/ml (Mittelwert = SEM), bei 40% ECCM war sie schon doppelt
so groB mit 8,4 (SEM + 1.1) pg/ml und s tieg dann weiter bei 60% auf 11,8 ( SEM = 0,3)
pg/ml, bei 80% auf 14.1 (SEM = 0,4) pg/ml, und bei 100% auf 18,0 (SEM + 2,0) pg/ml.
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Abb. 3.3 IL-6 Konz. im Uberstand nach 24h ECCM auf NCI-H295R Zellen

IL-6 Konzentration in pg/ml im Uberstand von NCI-H295R Zellen nach Inkubation mit ECCM in verschiedenen
Konzentrationen (n=3); (**: P < 0,01; ***: P <0,001). Mit Hilfe des ELISAs wurde nachgewiesen, dass die IL-
6-Konzentration entsprechend der ECCM Konzentration proportional ansteigt (Willenberg et al. 2008).

Zum V ergleich wurde die IL-6-Konzentration im ECCM in unterschiedlichen K onzentratio-
nen mittels ELISA gemessen — ohne dass damit NCI-H295R Zellen behandelt wurden —, um
die basale Sekretion des IL-6-Proteins von HUVECs festzustellen.

Hierbei fanden sich folgende Werte: Bei 20% ECCM lag die IL-6 Konzentration im Zellkul-
turiiberstand bei 5,3 (SEM + 0,4) pg/ml. Dieser Wert stieg bei 40%, 60%, 80% und 100% um
jeweils ca. 5 pg/ml auf Werte von 11,2 (SEM + 0,8) pg/ml, 16,1 (SEM £ 1,0) pg/ml, 21,9
(SEM + 2,7) pg/ml und 28,3 (SEM + 1,1) pg/ml an. Auch hier wird deutlich, dass es einen
konzentrationsabhédngigen Anstieg der IL-6-Sekretion gibt (Abb. 3.4).

Insgesamt féllt auf, dass die IL-6 Konzentration im ECCM der HUVECs jeweils ca. 2 pg/ml
hoher ist, als im Uberstand der NCI-H295R Zellen, die mit der gleichen Konzentration ECCM
inkubiert wurden. Damit wurde mit Hilfe des ELISAS gezeigt, dass auch Endothelzellen IL-6

sezernieren.
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Abb. 3.4 IL-6 im Uberstand im Vergleich

IL-6-Konzentration i np g/mlim U berstand von N CI-H295R Zellen und HUVEC Zellen i m V ergleich nach
24stiindiger I nkubation m it jeweils u nterschiedlichen K onzentrationen von E CCM basal, 20% E CCM, 40%
ECCM, 60% ECCM, 80% ECCM und 100% ECCM (n=3). In beiden Zellkulturen steigt die IL-6 Konzentration
proportional zur ECCM K onzentration an. Im Uberstand der HUVEC ist die I L-6-Konzentration jeweils ca. 2
pg/ml hoher als im Uberstand der NCI-H295R Zellen. D amit wurde mit Hilfe des ELISAS gezeigt, dass auch
Endothelzellen IL-6 sezernieren (Willenberg et al. 2008).

3.4 Cycloheximidversuch

Durch Cycloheximid wird die de novo Proteinbiosynthese gehemmt. Damit wollten wir iiber-
priifen, wie viel IL-6 noch nach Zugabe von E CCM und C ycloheximid im U berstand von
NCI-H295R Zellen vorhanden war. Als Kontrolle dienten NCI-H295R Zellen, die nicht mit
ECCM inkubiert und auch nicht mit Cycloheximid behandelt wurden (0 uM).

Wir ermittelten nach Inkubation mit 50% und 100% E CCM und dur ch Zugabe zweier ver-

schiedener Konzentrationen von Cycloheximid (100 und 200 uM) folgende Daten:

Die K onzentrationen an I L-6 im U berstand von N CI-H295R Zellen waren ungefihr ve 1-
gleichbar, d.h. bei 50% ECCM mit 100 uM Cycloheximid eine IL-6 Konzentration von 105,8
(SEM = 35,3) pg/ml und mit 200uM eine IL-6 Konzentration von 113,3 (SEM = 20,7) pg/ml.
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Fiir die K onzentration von 100% ECCM ergab sich ein Ergebnis von 202,9 ( SEM £ 60,4)
pg/ml bei Zugabe von 100 u M Konzentration Cycloheximid, bei Zugabe von 200 uM Cyclo-
heximid ein Wert von 196,8 (SEM + 17,2) pg/ml.

300 -

0100 pM Cycloheximid

250 1 200 pM Cycloheximid

200 -

150 -+

IL-6 Konz. in pg/ml

100 -

50 -

50% ECCM 100% ECCM

Abb. 3.5 Cycloheximidversuch

IL-6-Konzentration in pg/ml im Uberstand von N CI-H295R Zellen, die mit zwei unterschiedlichen K onzentra-
tionen von Cycloheximid (100 pM und 200 pM) und zwei unterschiedlichen K onzentrationen von ECCM (50
und 100% ) tber 24 S tunden inkubiert wurden (n=3). Als V ergleich wurden N CI-H295R Z ellen mit R PMI-
Medium und ohne Cycloheximid verwendet. Die K onzentrationen an I1L-6 verdndern sich innerhalb der unter-
schiedlichen C ycloheximid Konzentrationen nur minimal u nd i nnerhalb d eru nterschiedlichen E CCM-
Konzentrationen genau um das doppelte von 50 nach 100% ECCM. Die I L-6-Produktion der Nebennierenrin-
denzellen wird demzufolge kaum durch das Cycloheximid beeinflusst.

3.5 NCI-H295R/HUVEC PCR

Um zu liberpriifen, ob sich die Aktivierung des IL-6-Promoters in einer Generation von Mes-
senger RNA niederschldgt, untersuchten wir die Expression von IL-6 Messenger RNA mittels
PCR inbe iden Zelllinien, d enn di e IL-6-Konzentration im U berstand kul tivierter N CI-

H295R-Zellen dnderte sich nach Zugabe von ECCM zusammen mit Cycloheximid nicht.

Als Ergebnis wurde sichtbar, dass die relative IL-6-mRNA-Synthese in HUVECs um 20,3
(SEM = 8) % hoher ist, als in NCI-H295R Zellen, die als Referenz mit 1 betrachtet wurden.
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Abb. 3.6 Semiquantitative PCR zum Vergleich der IL-6 Expression durch NCI-H295R-
Zellen und HUVECs

Relative IL-6 Expression von HUVECs im Vergleich zu NCI-H295R Zellen. Die Ergebnisse sind als Mittelwer-
te aus n=3 Versuchen + Standardabweichung dargestellt. Endothelzellen zeigen eine ca. 21-fach hohere Expres-
sion.

3.6 T-Zell-Stimulationstest und IL-6 ELISA

Um die physiologische Relevanz der IL-6-Synthese durch HUVEC- und NCI-H295R Zellen
abschitzen und die Quantitdt besser charakterisieren zu konnen, wurden die IL-6 Konzentra-
tionen von HUVEC und von T-Zellen nach der Sekretion mittels ELISA verglichen. Hierzu
haben wir T-Zellen aus menschlichem Blut freiwilliger Probanden isoliert und diese liber 24
Stunden mit Faktoren stimuliert, die die IL-6-Produktion anregen sollten. Zu diesen Faktoren
gehorten IL-2 (0,125 U/ml), TNF-a (10 ng/ml), IL-15 (25 ng/ml) und PGE, (1 pg/ml) in den
jeweils an gegebenen K onzentrationen. Als P ositivkontrolle diente die einfache Zugabe von

IL-6 (1 ng/ml) zu den T-Zellen in threm Medium (Pipettierschema s. Abb.3.7).

Durch die alleinige Zugabe von IL-2 wurden die T-Zellen nicht sehr stark stimuliert, IL-6 zu
produzieren; im Uberstand lag die IL-6-Konzentration bei 8,9 (SEM = 4,9) pg/ml. Wenn zu-
satzlich TNF-a hinzugefligt wurde, stieg die IL-6-Konzentration auf 140,4 (SEM + 6,8) pg/ml
und bei der doppelten Konzentration von TNF-a auf 194,6 (SEM =+ 146,2) pg/ml.
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Abb. 3.7 HUVECSs und T-Zellen mit unterschiedlichen Stimulantien im Vergleich

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

Am stirksten war die Ausschiittung bei Zugabe von IL-2 (1 ng/ml) + TNF-a (20 ng/ml) + IL-1B (50 ng/ml) und
PGE2 (2 pg/ml) mit iiber 400 pg/ml. Im Vergleich dazu war die Ausschiittung 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.
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Bei der zusétzlichen Gabe von IL-1 stieg die Konzentration auf 201,5 (SEM + 46,9)pg/ml
und in doppelter K onzentration von T NF- o und IL-1p auf 334,3 (SEM = 54,1) pg/ml. Zu-
sdtzlich gaben wir zu ein paar Wells noch Prostaglandin E2, was zur Folge hatte, dass die IL-
6-Konzentration in der einfachen Konzentration der Faktoren auf 390,8 (SEM + 88,5) pg/ml
und in der doppelten K onzentration auf 396,8 ( SEM + 85,9) pg/ml stieg. S omit besteht der
grofte Stimulationseffekt bei allen vier F aktoren — der geringste bei IL-2 alleine s owie mit

TNF-a.

Im V ergleich dazu liegt der Wert bei den HUVECs in normalem E ndothelzellmedium be i
109,1 (SEM = 7,1) pg/ml. Damit ist die IL-6-Konzentration im Endothelzellmedium ca. zwei-
bis viermal geringer als im Medium der maximal stimulierten T-Zellen, je nachdem, mit wel-
chen Faktoren diese stimuliert wurden. Bei den N CI-H295R Zellen liegt der Wert bei 18,0
(SEM =+ 2,0) pg/ml, so dass hier im Vergleich zu den T- Zellen eine bis zu zwanzigfach im

Vergleich zu den Endothelzellen eine fiinffach geringere IL-6 Konzentration gemessen wurde.

3.7 JAK2/STAT Inhibitor

Um herauszufinden, ob auch die Aldosteronproduktion durch das Endothelzellmedium bzw.
IL-6 beeinflusst wird, haben wir in Zusammenarbeit mit Frau Dr. rer. nat. Ansurudeen-Rafi,
Technische U niversitit D resden NCI-H295R Z ellen mit 100% E CCM stimuliert und e inen
Teil zusidtzlich mit einem JAK2-Inhibitor (50 pm; Calbiochemie Merck, Darmstadt) versetzt.
Dieser Inhibitor verhindert den Signalweg, der durch IL-6 ausgelost wird. Als Kontrolle dien-
te serumfreies M edium auf N CI-H295R Zellen. Dieser V ersuch wurde dreifach unabhingig

voneinander durchgefiihrt.

In Abb. 3.8 erkennt man, dass sich die Aldosteronkonzentration zunéchst durch die Stimulati-
on mit 100% ECCM ca. um das Vierfache erhoht: Von basal 39 (SEM =+ 2) pmol/l auf 144
(SEM = 8 pmol/l) mit 100% ECCM. Fiigt man nun zusétzlich den JAK2-Inhibitor hinzu, ver-
dndert sich die Aldosteronkonzentration kaum: auf 30 (SEM =+ 4) pmol/l im Basaliiberstand zu
160 (SEM + 5) pmol/l mit 100% ECCM. Demzufolge besteht bei der Aldosteronproduktion
wohl kein Einfluss durch IL-6.
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Abb. 3.8 Aldosteronsekretion

Die Abbildung zeigt die Aldosteronkonzentration im Uberstand von NCI-H295R Zellen nach Inkubation mit
100% E CCM und als Kontrolle mit serumfreiem Medium {iber 24 S tunden (n=3). Zusitzlich wurde zu einem
Teil der Zellen ein J AK2-Inhibitor (50 um) hinzugefiigt, der die I L-6-Produktion hemmt. Die Aldosteronkon-
zentration steigt unter ECCM-Inkubation auf das ca. Vierfache und wird auch durch den JAK2-Inhibitor kaum
beeinflusst (Willenberg et al. 2008 in Zusammenarbeit mit I. Ansurudeen, TU Dresden).
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4. Diskussion

Die N ebenniere pr oduziert auller den S teroidhormonen a uch Interleukin-6 (Gonzalez-
Hernandez et al. 1994), und e s wird vermutet, dass IL-6 die S teroidbiosynthese s timuliert

(Path et al. 1996; Willenberg et al. 2002).

In der Vergangenheit konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass das Endothel Faktoren sezer-
niert, die die Nebennierenrindenfunktion regulieren (Willenberg et al. 2008; Ansurudeen et al.
2009). Deshalb war es ein Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob Endothelzellfaktoren auch die
adrenale IL-6 S ynthese beeinflussen, ob ein solcher Effekt die S teroidbiosynthese autokrin

stimuliert und ob er quantitativ bedeutsam ist.

Durch histologische Untersuchungen konnte mit Hilfe eines monoklonalen CD31-Antikorpers
gezeigt werden, dass Endothelzellen in der Nebennierenrinde in enger Beziehung zu den ste-
roidogenen Zellen stehen (Haase et al. 2009). Dies bestétigt vorherige Ergebnisse von (Vin-
son et al. 1985; Thomas et al. 2003). Deshalb vermuteten wir aufgrund der groflen K ontakt-
fliche zwischen Nebennierenrinden- und G efa3-Endothelzellen nicht nur eine Wirkung auf
die Steroidbiosynthese, sondern auch parakrine Wechselwirkungen zwischen Endothelzellfak-

toren und Nebennierenrindenzellen.

Vorausgegangene Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass Endothelzellen die Steroidbio-
synthese und A ldosteronproduktion de r N ebenniere stimulieren konnen (Ansurudeenetal.
2007; Ansurudeen et al. 2009), dass dieser E ffekt jedoch nicht durch Endothelin-1 (Paramo-
nova et al. 2010; Rosolowsky et al. 1999; Hinson et al. 2000), das 3000-Da-Protein (Roso-
lowsky et al. 1999) oder Prostaglandin E2 vermittelt wird. Wir wollten deshalb ebenfalls un-

tersuchen, ob es sich bei dem Endothelzellfaktor um IL-6 handeln konnte.

Ein Ergebnis dieser Arbeit war zunéchst, dass der IL-6-Promoter in Nebennierenrindenzellen
durch Endothelzellfaktoren konzentrationsabhangig stimuliert wurde (Willenberg et al. 2008).
Das stiitzte die Hypothese, dass ECCM neben der Steroidbiosynthese in Nebennierenrinden-
zellen auch die IL-6-Synthese reguliert. Diese Hypothese wurde durch unsere B eobachtung
untermauert (Abb. 3.3), dass die Expression von IL-6 Protein im Uberstand kultivierter Ne-
benniererindenzellen ebenfalls in Abhdngigkeit von der ECCM Konzentration zunahm (Wil-

lenberg et al. 2008).
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Da bereits seit 1989 bekannt ist, dass E ndothelzellen 1L-6 produzieren (Podor et al. 1989;
Nilsen et al. 1998), musste kontrolliert werden, ob die im Kulturiiberstand der NCI-H259R
gemessenen [ L-6-Spiegel durch das ECCM hereingetragen wurden. Im ECCM fanden sich
jedoch héhere Konzentrationen an IL-6 Protein im Vergleich zum Uberstand der NCI-H295R
Zellen.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Frau Dipl.-Biol. I. Ansurudeen-Rafi (Techni-
sche Universitdt Dresden) wurde untersucht, ob die Hemmung der IL-6 Signalkaskade auf der
Stufe von JAK2 die ECCM-induzierte Aldosteronsynthese inhibiert. Es zeigte sich, dass die
Aldosteronsynthese der NCI-H295R Zellen dur ch die Inkubation mit ECCM z war anstieg,
sich die Konzentration durch zusétzliche Hemmung der IL-6-Signalkaskade aber nur minimal
veranderte. Wir schlussfolgerten, dass die Steroidogenese in der Nebenniere unabhéngig von
der IL -6 P roduktion d er N ebennieren- und der Endothelzellen reguliert wird. Somit zeigte
sich auBBerdem, dass die IL-6 Synthese und di e Steroidgenese zwei unterschiedliche M echa-
nismen sind, die unabhingig voneinander durch die Endothelzellen stimuliert werden. Dies ist
eine neue Erkenntnis, denn in fritheren E xperimenten mit Ratten wurde nachgewiesen, dass
IL-6 dur ch Lipopolysaccharide (Schobitzetal. 1992), C orticotropin ( ACTH) (Judd a nd
MacLeod 1992) und Stress (Zhou et al. 1993) stimuliert wird (Willenberg et al. 2008).

Um zu ermitteln, wie gro3 der jeweilige Anteil von Endothelzellen und von NCI-H295R Zel-
len an der IL-6 Synthese ist, wurde mit Hilfe von Cycloheximid die IL-6 Proteinsynthese ge-
hemmt. Es zeigte sich, dass in zwei verschiedenen Proben mit verschiedenen Cycloheximid-
konzentrationen j eweils ung efdhr der gleiche A nteil an IL-6 vor handen war. D ieser A nteil
verdoppelte sich auBerdem bei der doppelten Konzentration an ECCM. Dadurch wurde deut-
lich, dass die IL-6 Produktion der N ebennierenrindenzellen schon durch geringe Dosen von
Cycloheximid gehemmt wurde (Abb. 3.5). Die unterschiedlichen E rgebnisse be ziiglich der
Interleukinkonzentrationen zu vorangegangenen Versuchen lassen sich am ehesten durch die
Verwendung von unt erschiedlichen Préparationen und Passagen an HUVEC-Zellen erkléren.
Ein wichtiger Grund hierfiir war auflerdem, da3 die Experimente zu unterschiedlichen Zeiten
durchgefiihrt wurden, da die HUVEC Zellen nur wenigen Passagen unterzogen werden konn-
ten. Eine weitere Schwachstelle sehen wir in der Herstellung des konditionierten Mediums, da
jeder Kontakt des Mediums zu Zellen dazu fiihrt, dafl sowohl neue Faktoren hineingegeben
als auch andere verbraucht bzw. abgebaut werden. Die Faktoren waren zum groflen Teil un-
bekannt; s elbst bei deren B ekanntheit w dre ein Ausgleich schwierig, da immer wieder Be-
stimmungen und M anipulationen stattfinden miiiten. Ein weiteres Problem stellte die T atsa-

che dar, daB3 die verschiedenen Zellen unter verschiedenen B edingungen gehalten wurden —
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eben a uch i n u nterschiedlichen M edien. E ine A nderung de s M ediums z wecks Inkubation
stellt eine Verdnderung dar, ebenso wie der Entzug von S erum fiir Kontrollzwecke. Im R ah-
men dieser Arbeit wurde fiir spatere Versuche auflerdem Endothelial Cell Basal Medium zur
Herstellung von E CCM verwendet (3.5 und 3.6) und die NCI- H295R- Zellen wurden spéter
mit RPMI1640 Medium inkubiert. Das Endothel Cell Basal M edium wurde mit S erum ver-
setzt. Dies konnnte ebenfalls zu hoheren IL-6 Werten beigetragen haben. Jedoch ist die Men-
ge bei 2% Kilberserum bei ca. 0,02 pg /ml e her zu ve rnachléssigen. V on unt ergeordnerter
Bedeutung mag auch sein, dass zwei verschiedene M edien verwendet wurden, da in beiden
Medien selbst kein IL-6 vorhanden war. Wir gehen nicht von e iner zusétzlichen Stimulation
durch Serum oder M edien aus, allerdings bl eibt dies offen, da eine explizite Untersuchung

dieser Umsténde durch uns nicht erfolgte.

Um genau zu sehen, wie hoch der relative Anteil an der IL-6 Produktion von H UVEC- und
NCI-H295R Zellen ist, wurde mit Hilfe der semiquantitativen PCR die relative IL-6 mRNA-
Konzentration in beiden Zellreihen untersucht. Das Ergebnis zeigte im Schnitt eine 21-fach
hohere Expression von IL-6 in den HUVECs im Vergleich zu den NCI-H295R Zellen (Abb.
3.6).

Dies ist ein neuer B efund, der die Vermutung, dass die N ebennierenrinde durch Thre 1L-6
Produktion mafgeblich an der Steroidogenese und Inflammation beteiligt ist, nicht bestétigt.
Hingegen zeigte sich, dass die Endothelzellen einen viel groferen Anteil an der Inflammation

haben konnten, als bisher vermutet.

Deshalb wurden aulerdem HUVECs im Vergleich zu T-Zellen beziiglich Threr IL-6 Produkti-
on untersucht. Man weil3, dass T-Zellen einen groflen Anteil an der IL-6 Produktion und Ent-
ziindungsreaktion haben und unter dem Einfluss von IL-1f und TNF-a, wie auch PGE, ver-
mehrt [L-6 sezernieren (van Kooten et al. 1991). Im menschlichen K 6rper betrigt die Kon-
zentration von IL-6 im Plasma bei Gesunden ca. 1 pg/ml. Davon ist der Anteil, der durch T-
Zellen produziert wird, sehr grofl. Wenn man Endothelzellen mit TNF-a und IL-14 stimuliert,
produzieren sie ebenfalls mehr IL-6 (Podor et al. 1989). In dem Experiment wurden die ma-
ximal stimulierte IL-6 P roduktion in T -Zellen mit der IL-6 P roduktion von HUVECs und
ECCM-stimulierten NCI-H295R Zellen verglichen. Das Ergebnis zeigte, dass die hochste IL-
6 P roduktion in T -Zellen da nn e intrat, w enn IL-14, IL-2, TNF-a und P GE, als Faktoren
gleichzeitig zum Einsatz kamen (Abb. 3.7). Auch wenn die IL-6 Produktion der Endothelzel-
len im Vergleich zu der IL-6 Produktion von T-Zellen gering erscheint, so waren sie immer-

hin unstimuliert, so dass dieser Anteil bei der Inflammation eine nicht zu vernachlassigende
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Rolle zu spielen scheint. Die Interleukin-6 Produktion in Nebennierenrindenzellen ist im Ver-
gleich zu der Synthese in T-Zellen und E ndothelzellen zu vernachlédssigen. Allerdings ist der
Synthesevergleich dieser Zellen in vitro nur eingeschrinkt machbar, zumal es sich bei den
NCI-H295R-Zellen um eine maligne Zelllinie handelt. Wie in dieser Arbeit durch verschiede-
ne Versuche ermittelt wurde, steigt die IL-6-Konzentration mit der ECCM-Konzentration und
ist somit proportional zur Anzahl an Endothelzellen. Eine Interpretation, die sich daraus er-
gibt, ist deshalb, dass die Endothelzellen damit ins gesamt trotzdem einen Einfluss auf eine
generalisierte E ntziindungsreaktion haben konnten. Lipopolysaccharide und andere Entziin-
dungsmediatoren kdnnen ebenfalls die Sekretion von IL-6 aus Endothelzellen in vitro beeinf-
lussen (Muramami et al. 1993). Aulerdem sind sowohl TNF-a als auch IL-6 an der vasokri-

nen Signalkaskade beteiligt (Yudkin 2007).

Aufgrund de r e ngen Zellkontakte z wischen E ndothelzellen und N ebennierenrindenzellen
konnte demzufolge eine Endotheldysfunktion, wie sie z.B. durch eine Sepsis hervorgerufen
werden kann, auch Auswirkungen auf die Funktion der Nebennierenrinde und i hre Hormon-

ausschiittung haben.

Normalerweise fiihren E ntziindungsmediatoren wie IL-6, TNF-a und [L-14 zur Stimulation
von ACTH und CRH, so dass Cortisol und andere adrenale Steroidhormone, wie z.B. Aldos-

teron ausgeschiittet werden.

Bei einer Sepsis gehoren die Nebennieren zu den Organen, die oftmals von einer Nebennie-
reninsuffizienz betroffen sind. Somit konnten bei einer Dysfunktion die Endothelzellfaktoren,
wie z.B. das IL-6 bei einer Sepsis als Vorhersagefaktoren dienen, um das Risiko fiir eine Ne-

benniereninsuffizienz fiir Patienten abzuschitzen (Chavakis et al.).

Beziiglich dieser Erkenntnisse gibt es aus unserer Arbeitsgruppe ebenfalls bisher noch nicht
verdffentlichte Daten iber HUAEC (human umbilical artery endothelial cells) und die Regu-
lation der Nebennierenrindenfunktion, die die oben diskutierten Ergebnisse untermauern und

bestétigen.

Mit dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Endothelzellmedium den IL-6 Promoter der Nebennie-
renrindenzellen aktiviert und Endothelzellfaktoren in der Lage sind, die adrenale IL-6 Synthe-
se zu regulieren. Allerdings konnten wir ebenfalls zeigen, dass es sich bei IL-6 nicht um den

gesuchten Faktor handelt, der die Steroidbiosynthese der Nebenniere steigert.

AuBerdem fanden wir heraus, dass die Endothelzellen ein weitaus groerer Lieferant an IL-6
sind, als bisher vermutet und wahrscheinlich mafigeblich an Entziindungsreaktionen beteiligt

sind, insbesondere im Vergleich zu T-Zellen. Besonders durch den engen Kontakt des Endo-
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thels zur Nebenniere konnten IL-6 bzw. andere, bisher noch nicht identifizierte Endothelzell-
faktoren, eine Rolle beziiglich einer relativen Nebenniereninsuffizienz, die im Rahmen einer

Sepsis entstehen kann, spielen.

Die im Rahmen dieser Arbeit ge wonnen E rkenntnisse stiitzen die Annahme, dass Wechsel-
wirkungen z wischen Endothel- und N ebennierenzellen ni cht nur an d er E ntwicklung b e-
stimmter Formen des Bluthochdrucks beteiligt sein konnten, sondern auch bei der Regulation

von Entzlindungsantworten eine malB3gebliche Rolle spielen.
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